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Resumo  
A leucoplasia bucal (LB) é a principal lesão cancerizável da cavidade oral. O 
diagnóstico deve ser confirmado pelos achados histológicos, para excluir qualquer outra 
alteração da mucosa bucal e verificar sinais de malignidade, além da gradação da 
displasia epitelial. A via de sinalização WNT/β-catenina compõe a regulação de uma 
grande variedade de processos fisiológicos em diferentes espécies, com um papel 
decisivo no desenvolvimento embrionário, proliferação e diferenciação celular. 
Alterações em componentes desta via também já foram descritos nas neoplasias da 
cavidade oral e desordens cancerizáveis da mucosa oral. O objetivo deste trabalho foi 
identificar o padrão de transcrição de genes (expressão funcional) pertencentes à via de 
sinalização WNT/β-catenina e sua relação com os respectivos produtos gênicos em uma 
amostra tecidual de LB, bem como sua relação com fatores clínico-patológicos 
considerados marcadores de sua transformação maligna. Para tal, uma amostra de 
conveniência de LB foi selecionada dentes os pacientes atendidos no serviço de 
diagnóstico estomatológico (FOUFU) de 1994 a 2014. A avaliação de expressão gênica 
e proteica foram realizadas pelo método de qPCR e Imunohistoquímica 
respectivamente. A maior parte dos pacientes pertencia ao gênero masculino (53,8%) e 
apresentava idade mediana de 56 anos, variando de 34 a 93 anos. A maior parte dos 
pacientes era tabagista e o local de maior acometimento foi a mucosa de bochecha. 
Aproximadamente 75% dos pacientes apresentavam LBR e em seis casos foi 
evidenciada transformação maligna da lesão. Tamanho inicial da lesão foi um fator 
associado à um maior risco de transformação maligna. No geral, a expressão relativa de 
todos os genes, foi maior no grupo controle do que no grupo LB. Verificou-se a 
expressão mais elevada de proteína Wnt1, β-catenina, c-Myc, CiclinaD1 na mucosa 
normal do que no grupo de LB. Para GSK3β, APC e E-caderina foi maior expressão no 
grupo LB do que no grupo de controlo. A interrupção do tabagismo oferece melhor 
prognóstico ao paciente, refletindo numa melhora clínica e histológica das LB. Em 
conclusão, o presente estudo mostrou que uma redução na expressão de CCNTB1, 
CDH1 e APC pode ser um evento crucial na progressão e transformação maligna das 
LB e que um aumento da expressão de CCND1 na LAR pode ser considerado um fator 
de piora do prognóstico destas lesões. 
Palavras-chave: Leucoplasia bucal, Carcinoma de células escamosas bucal, 
Transformação maligna, Displasia epitelial, WNT/β-catenina. 
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Abstract  
Oral leukoplakia (LB) is the main precancerous lesions of the oral cavity. The 
diagnosis must be confirmed by histological findings, to exclude any alteration of the 
oral mucosa and verify signs of malignancy, as well as gradations of epithelial 
dysplasia. The WNT/β-catenin pathway comprise the regulation of a wide variety of 
physiological processes in different species, with a decisive role in embryonic 
development, cell proliferation and differentiation. Alterations in components of this 
pathway have also been reported in neoplasms of the oral cavity and precancerous 
disorders of oral mucosa. The objective of this study was to identify the pattern of gene 
transcription (functional expression) belonging to the signaling pathway WNT/β-catenin 
and their relationship with their gene products in a tissue sample of LB and its 
relationship with clinicopathological factors considered markers of malignant 
transformation. For this purpose, a sample of LB was selected in patients treated at the 
oral diagnosis department (FOUFU) from 1994 to 2014. The evaluation of gene and 
protein expression were performed by qPCR and immunohistochemistry method 
respectively. Most patients belonged to males (53.8%) and had a median age of 56 
years, ranging from 34-93 years. Most of the patients were smokers and the place most 
affected was the cheek. Approximately 75% of patients had LBR and in six cases was 
evidenced malignant transformation of the lesion. Initial lesion size was a factor 
associated with an increased risk of malignant transformation. Overall, the relative 
expression of all genes was higher in the control group than in the group LB. It was 
found higher protein expression of WNT 1, β-catenin, c-Myc, CiclinD1 in normal 
mucosa than in group LB. For GSK3β, APC and E-cadherin was higher expression in 
the LB group than in the control group. The smoking cessation offers better prognosis 
for the patient, reflecting a clinical and histologic improvement of LB. In conclusion, 
the present study showed that a reduction in the expression of CCNTB1, CDH1 and 
APC may be a critical event in the progression and malignant transformation of LB and 
increased CCND1 expression in LAR can be considered a prognosis worsening factor of 
this disease. 
Keywords: Oral leukoplakia, Squamous cell carcinoma, Malignant transformation, 
Epithelial dysplasia, WNT/β-catenin pathway.      
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1-INTRODUÇÃO 
1.1 Leucoplasia Oral 
O carcinoma de células escamosas bucal (CCEB) está entre os dez cânceres 
humanos mais comuns, representando 90% de todos os cânceres nessa região (INCA, 
2016). Embora ainda indefinida, sua etiologia tem sido mais frequentemente atribuída 
ao tabagismo, alcoolismo e ao HPV (Warnakulasuriya et al., 2007). Parte de sua história 
natural está vinculada a presença de lesões cancerizáveis, em especial as leucoplasias 
como exemplificado na Figura 1 (Lapthanasupkul et al., 2007).  
     
Figura 1 – Imagens clínicas de paciente diagnosticado com leucoplasia em mucosa de bochecha 
retrocomissural esquerda. O acompanhamento de oito anos revelou transformação maligna para 
carcinoma de células escamosas . Fonte: Fotos de acervo pessoal do CD Mestre Luiz Fernando 
Barbosa de Paulo. 
Leucoplasia bucal (LB) tem sido considerada pela Organização Mundial de 
Saúde (OMS), em documento específico (Barnes et al., 2005), como parte do grupo de 
lesões epiteliais precursoras do câncer bucal (e de outras mucosas), sem merecer, na sua 
obra de referência, uma definição objetiva, como identificada nas séries anteriores a 
2005 (WHO, 1978; Axell et al., 1984; Axell et al., 1994). Contudo, de acordo com um 
grupo de trabalho colaborador da OMS, coordenado pelo Prof. Warnakulasuriya, o 
termo leucoplasia tem sido utilizado para reconhecer lesões de mucosa expressas 
clinicamente com placas brancas, que possuem risco questionável de transformação 
maligna, excluídas aquelas outras doenças que não apresentam nenhum risco de 
malignização, não possuindo um quadro histopatológico diagnóstico. Portanto, 
Warnakulasuriya et al. (2007) definiram a LB como sendo uma placa branca de risco 
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questionável, tendo excluído outras doenças ou distúrbios conhecidos que não carregam 
risco aumentado para câncer. Acrescentam os autores que um diagnóstico provisório de 
leucoplasia é feito quando uma lesão predominantemente branca identificada 
clinicamente, não pode ser claramente diagnosticada como nenhuma outra doença ou 
desordem da mucosa bucal. Desta forma, a realização de biopsia é mandatória para 
avaliação dos aspectos histológicos que descartem outras possibilidades diagnósticas 
(Warnakulasuriya et al., 2007; Dionne et al., 2014). Completa os autores, que o 
diagnóstico definitivo é feito quando qualquer fator etiológico, exceto tabaco e nós de 
areca, seja excluído, e os achados histopatológicos tenham descartado outro tipo de 
doença (Warnakulasuriya et al., 2007; Van der Waal., 2009). Embora não estejam 
relacionadas a achados histopatológicos específicos, algumas LB mostram graus 
variados de displasia epitelial ou mesmo carcinoma in situ (Warnakulasuriya et al., 
2007; Lapthanasupkul et al., 2007).  
Clinicamente, as leucoplasia podem ser classificadas em homogêneas e não 
homogêneas (Figura 2). A primeira forma surge como uma placa levemente elevada, 
fina, de coloração branco-acinzentada, uniforme, podendo apresentar bordas bem 
definidas ou que se fundem gradualmente à mucosa normal adjacente. Já as lesões não 
homogêneas podem ser nodulares, verrucosas ou ainda com a presença de áreas 
eritroplásicas permeando as áreas brancacentas (Warnakulasuriya et al., 2007; 
Lapthanasupkul et al., 2007). O diagnóstico clínico das LB pode ainda ser auxiliado por 
ferramentas e procedimentos auxiliares que destacam características próprias das lesões, 
tais como autofluorescência, quimiluminescência ou mesmo a pigmentação por corantes 
vitais, tais como azul de toluidina e lugol (Dionne et al., 2014). 
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Figura 2 – Imagens de leucoplasias bucais. Em (A), nota-se lesão homogênea em 
assoalho bucal, com discreto pregueamento superficial, que não se traduz como verrucosidades 
ou fissuras. Em B pode-se notar outra lesão não homogênea em região lateral de ventre lingual e 
soalho bucal de bordos irregulares e áreas verrucosas. Fonte: Unidade de Diagnóstico 
Estomatológico (UDE) da Universidade Federal de Uberlândia. 
A etiologia da LB tem sido considerada dentro do campo etiológico dos CCEB: 
álcool e tabaco, em especial o tabaco fumado, constituem-se os fatores mais 
frequentemente citados nesta relação, chegando a ser descrito em 80% de todos os 
casos. Todavia, casos associados ao uso do tabaco não fumado (tabaco mascado, por 
exemplo) têm sido também considerados. E mais, casos têm sido descritos que tanto 
CCEB quanto de LB podem desenvolver em pacientes sem aparente exposição a fatores 
causais conhecidos. Isto tem sido relatado especialmente em pacientes abaixo dos 40 
anos de idade, para os quais a exposição ao HPV tem sido um fator relevante 
(Rodrigues et al., 2000; Ariyawardana et al., 2007; Van der Waal et al., 2010; Dionne et 
al., 2014). Outro aspecto importante na dinâmica da patogenia destas lesões é que a 
exposição ao tabaco tem sido associada ao aparecimento de displasia nestas lesões 
(Jaber, 2010). Não obstante, revisões críticas realizadas sobre a pertinência desta relação 
tem mostrado que não há segurança estatística em assumir definitivamente esta clássica 
presunção (Arduino et al., 2013).   
A transformação maligna das LB para CCEB tem sido um fato bem 
documentado há anos. Alguns estudos ainda afirmam que 0,13% a 36,4% de todas 
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leucoplasias orais sofrem transformação maligna após um período de 1 a 11 anos (Lee 
et al., 2006). Em um estudo, Petti e Scully (2003) estimaram uma taxa de transformação 
maligna para a população em geral da ordem 5,56%. Diferenças em relação à amostra 
estudada, diferenças sócio-econômico-culturais entre as diversas populações estudadas, 
a localização das lesões, os desenhos de estudo utilizados e o tempo de 
acompanhamento dos pacientes são alguns dos fatores justificadores das variações dos 
índices de transformação encontrados (Arduino et al., 2013).  
Têm sido relatados na literatura alguns fatores assumidos como classicamente 
relacionados à transformação maligna para as LB: sexo feminino, lesões de longa 
duração, incidência em pacientes não fumantes (ausência relativa de causa), lesões 
localizadas em língua e soalho bucal, dimensão acima de 200 mm2, leucoplasias não 
homogêneas e a presença de displasia em diversos graus (Banoczy & Siba, 1976; Lee et 
al., 2000; Holmstrup et al., 2006; van der Waal, 2009; Arduino et al., 2013; Dionne et 
al., 2014; Warnakulasuriya & Ariyawardana, 2016).  
Mais recentemente, as pesquisas têm sido direcionadas ao estudo das 
modificações que são implicadas na progressão das LB para CCEB e que, portanto, 
possam ter importância prognóstica para elas. Eventos genéticos e epigenéticos, 
vinculados às alterações morfológicas (atipias e displasias epiteliais) e da proliferação 
celular tem sido alvo de investigações com esta finalidade (Chattopadhyay et al., 2002; 
Ray et al., 2003; Fan et al., 2006; Chattopadhyay e Ray, 2008; Kuribayashi et al., 2009; 
Scully e Bagan, 2009). Encontrar marcadores que possam discernir entre casos que 
progredirão para câncer, poderão favorecer sobremaneira o prognóstico do paciente 
(Nasser et al., 2011; Lingen et al., 2011).  
Alguns estudos avaliando a expressão suprabasal de p53, angiogênese, presença 
de tipos de HPV de alto risco, como o HPV 16, padrões de expressão imunoistoquímica 
de ciclina D1, β-catenina, p27 e p63 já foram realizados em lesões displásicas da 
cavidade oral. (Van der Wall, 2009; Lingen et al., 2011). Contudo, ainda não há um 
biomarcador ou uma gama de biomarcadores que possam ser utilizados para se 
estabelecer prognóstico mais preciso de lesões displásicas da mucosa bucal, levando à 
necessidade de novas pesquisas (Smith et al., 2009; Van der Waal, 2009). 
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Mais ainda, algumas evidências de maior frequência de transformação maligna 
em determinadas localizações, poderiam estar relacionadas a ocorrência de aneuploidias 
e perdas de heterozigosidade (Zhang et al., 2001a; Zhang et al., 2001b; Islam et al., 
2010; Castagnola et al., 2011; Zhang et al., 2012). Todavia, tem sido aconselhado não 
considerar o status da ploidia de DNA como um único fator de predição para a 
transformação maligna das LB (Bremmer et al., 2011). 
Parece mais consensual, muito embora sem isenção de críticas, o papel que tem 
assumido a identificação e avaliação da displasia epitelial como fator preditor de 
transformação maligna e prognóstico (Dionne et al., 2014; Warnakulasuriya & 
Aiyawanandra, 2016). Alguns autores chegam a considerar a intensidade da displasia 
como um fator preditor “padrão ouro” (do inglês, gold standard predictor) 
(Warnakulasuriya et al., 2008; Mehenna et al., 2010; Warnakulasuriya et al., 2011, 
Dionne et al., 2014). A percepção de uma gradual progressão das alterações 
morfológicas em células individuais da camada basal em direção a superfície, e de 
arquitetura na configuração do tecido epitelial, tem embasado a formulação de 
gradações das displasias, com objetivo de identificar aí, alguma relevância na predição 
da transformação maligna (Mithani et al., 2007; Arduino et al., 2013).  
Revisando a transformação maligna em LB, Warnakulasuriya & Ariyawardana 
(2016), realizaram uma revisão sistemática com o objetivo de identificar os níveis de 
transformação maligna destas lesões, bem como os fatores que seriam 
significativamente implicados com estes fenômenos. Os autores encontraram uma taxa 
estimada de transformação maligna para a população estudada foi de 3,5%, em um 
espectro variando de 0,13% a 34,0%. A média de transformação maligna foi de 14,9%. 
Além disto, também evidenciou que a taxa anual média de transformação maligna foi de 
3,8%, variando de 0,3% a 6,9%. Baseado nas observações recolhidas, os seguintes 
fatores foram determinantes neste processo: idade avançada, sexo feminino, LB maiores 
que 200mm2, typo homogêneo de LB, tipo eritroleucoplasia, e mais altos graus de 
displasia epitelial. Neste estudo, os autores realçaram alguns trabalhos relevantes nesta 
linha, relacionados a presença de displasias nas lesões biopsiadas e seu significado na 
transformação maligna, descritos sumariamente a seguir. Em estudo conduzido na 
Dinamarca, Shhepman et al. (1998) seguiram 166 pacientes diagnosticados em um 
intervalo de 21 anos, com  um período de seguimento de aproximadamente dois anos. 
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Os autores observaram 20 pacientes (12,0%) desenvolveram carcinoma de células 
escamosas. A análise estatística univariada mostrou que mostrou risco aumentado de 
transformação maligna em mulheres não fumantes, com LB não homogêneas e com alto 
grau de displasia epitelial. Holmstrup et al. (2006) não observaram nenhuma relação 
entre transformação maligna e presença de displasia, independentemente do seu grau. Já 
Arduino et al. (2009), seguindo 207 casos de LB em pacientes italiano,  por um período 
médio de 54 meses, concluíram que o risco de transformação maligna não parece ser 
previsível. Em sua amostra, todos os casos apresentavam algum grau de transformação 
maligna. Também Liu et al. (2012) observaram transformação em amostra de LB em 
Shangai em 17,8% dos pacientes. Entre os fatores associados ao alto risco de 
transformação maligna, os autores nomearam idade mais avançada, localização latero-
ventral lingual, o tipo não homogêneo, e a presença de alto grau de displasia. Ho et al. 
(2012) observaram taxas de transformação maligna de 3% e 15% em uma amostra de 65 
casos de LB apresentando algum grau de displasia. Nesta amostra, os autores 
observaram que a pior evolução foi observada para os casos com os mais altos graus de 
displasia. 
Em função da subjetividade na identificação da displasia, em especial na sua 
gradação, qualidade da amostra estudada, representatividade do fragmento biopsiado em 
relação a toda a lesão, a busca pelo melhor caminho ainda tem sido uma constante na 
literatura (Barnes et al., 2005; Kujan et al., 2006). Várias tentativas de se definir o 
melhor critério para identificação e gradação da displasia epitelial em leucoplasia têm 
sido exploradas em trabalhos avulsos e por iniciativa da OMS (WHO, 1978; Pindborg et 
al., 1997; Warnakulasuriya et al., 2001; Kujan et al., 2006; Warnakulasuriya et al., 
2007; Warnakulasuriya & Ariyawardana, 2016). Em 2005, a OMS (Barnes et al., 2005) 
delimitou critérios histopatológicos para melhor caracterizar a displasia em leucoplasias, 
considerando alterações histológicas importantes, que poderiam contribuir para um 
diagnóstico mais preciso. Essas alterações foram divididas em dois grupos: o primeiro, 
comportando os aspectos arquiteturais do epitélio (alteração na estratificação do 
epitélio, perda da polaridade de células basais, cones epiteliais “em forma de gota”, 
aumento do número de figuras mitóticas, disqueratose, pérolas de queratinas nos cones 
epiteliais); e um segundo grupo que agrega as alterações citológicas do epitélio 
(anisocariose, anisonucleose, pleomorfismo nuclear, anisocitose, pleomorfismo celular, 
aumento da dimensão nuclear, figuras mitóticas atípicas, aumento do número e da 
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dimensão dos nucléolos, hipercromatismo). O documento da OMS enfatiza que a 
displasia deve ter seu diagnóstico definido pela presença de características histológicas 
e citológicas específicas, podendo ser graduada em leve, moderada e intensa.  Em geral, 
a displasia leve é caracterizada por uma alteração arquitetural limitada no terço inferior 
do revestimento epitelial, acompanhada por uma atipia citológica mínima. A displasia 
moderada estende-se para o terço médio do epitélio, apresentando um grau maior de 
atipia citológica. A displasia severa acomete dois terços do epitélio, mostrando uma 
considerável alteração arquitetural associada a uma grande atipia citológica. As 
alterações utilizadas para essa gradação estão compiladas na Tabela 1 e ilustradas na 
figura 3. 
Tabela 1: Critérios morfocitológicos para gradação de displasia epitelial (OMS) 
Alterações de Arquitetura Alterações Citológicas 
Perda de Polaridade da camada basal Alteração do tamanho nuclear e celular 
Projeções epiteliais em forma de gota Pleomorfismo nuclear e celular 
Aumento do número de mitoses Aumento da proporção núcleo / citoplasma 
Mitoses superficiais anormais Núcleos aumentados de tamanho 
Ceratinização celular prematura Figuras de mitose atípicas 
  
Nucléolos numerosos e aumentados 
  
Hipercromatismo 
Adaptação da Tabela 3.6 encontrada em Barnes et al. (2005), intitulada: “Critérios 
usados para o diagnóstico de displasia”. 
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Em vista disso, Kujan et al. (2006, 2007) propuseram e avaliaram um sistema 
binário de gradação baseado nos mesmos critérios citológicos e arquiteturais epiteliais 
estabelecidos pela OMS (Barnes et al., 2005). Nesta proposta, os autores procuram 
agrupar as alterações em displasia epitelial de baixo risco de transformação, designadas 
neste trabalho como lesões de baixo risco (LBR), e displasia epitelial de alto risco de 
transformação maligna, designadas aqui como lesão de alto risco (LAR). O objetivo, 
segundo os autores, era exatamente reduzir as categorias de gradação, para polarizar a 
interpretação, diminuindo a influência da subjetividade na categorização intermediária 
da displasia. Baseados na história de transformação maligna de uma série de casos de 
leucoplasias, e da expressão das alterações citológicas e arquiteturais epiteliais nestas 
lesões, os autores assim agruparam estas alterações afim de definir as categorias de risco 
já mencionadas: LAR: observação de, no mínimo, quatro alterações arquiteturais e 
cinco alterações citológicas; LBR: associada a observação de menos que quatro 
alterações arquiteturais ou menos de cinco alterações citológicas. De acordo com os 
autores, esta proposta mostrou um alto nível de concordância de acerto de gradação 
pelos patologistas bucais participantes da avaliação. Com esta proposta, foi possível 
identificar que aproximadamente 11,0% das lesões de baixo risco sofreram 
transformação maligna, enquanto que 28 lesões das 35 consideradas de alto risco 
(80,0%) transformaram-se em CCEB. Ou seja, pelo sistema binário, os autores puderam 
identificar uma maior associação entre transformação maligna e LAR. Os autores ainda 
identificaram valores de 0,85 de sensibilidade, 0,80 de especificidade, 82,0% de 
acurácia, e valores preditivos negativos e positivos da ordem de 85,0% e 80,0%, 
respectivamente. 
Todavia, ainda assim, as evidências relativas a estas presunções são escassas 
(Arduino et al., 2013). É nesse contexto que a leucoplasia bucal pode ser considerada 
como um importante problema de saúde pública no Brasil e no mundo, e esforços têm 
sido direcionados à descoberta dos mecanismos associados ao seu diagnóstico, a sua 
evolução (progressão) e à transformação maligna (Arduino et al., 2013; 
Warnakulasuriya & Ariyawardana, 2016). 
As leucoplasias normalmente não estão associadas à morbidade e mortalidade 
relevantes por si mesmas. Sendo a maioria assintomática, o principal objetivo do 
tratamento será sempre prevenir a transformação maligna. Como consequência da 
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incerteza na previsão de malignização, muitos indivíduos recebem tratamentos sobre 
lesões que, pelos diferentes fatores sugeridos como indicadores da progressão da lesão, 
nunca progrediriam para CCEB (Lodi et al., 2006; Lodi et al., 2008; Van der Waal, 
2009). 
As opções de tratamento disponíveis permanecem limitadas, em grande parte 
desconhecidas e predominantemente consistem de excisão cirúrgica da lesão (Van der 
Waal, 2009; Montebugnoli et al., 2012). A excisão cirúrgica tradicional por bisturi pode 
ser em alguns casos a melhor opção. No entanto, em pacientes com lesões extensas a 
cirurgia pode ser difícil, dolorosa, provocar danos estéticos e funcionais graves, requerer 
anestesia geral e inclui complicações como a formação de cicatrizes. Para tais situações, 
estão disponíveis diferentes modalidades de tratamento como a criocirurgia e cirurgia a 
laser (e.g. evaporação) (Lodi et al., 2006; Lodi et al., 2008; Van der Waal, 2009; 
Montebugnoli et al., 2012).  
Não se conhecem benefícios entre qualquer um dos tratamentos clínicos 
(vitamina A, retinóides, beta caroteno ou carotenóides, bleomicina, chá e cetorolaco) 
quando comparados a placebo. O tratamento com beta caroteno, licopeno e vitamina A 
ou retinóides, tem sido associado à índices significativos de resolução clínica, quando 
comparados com placebo ou inexistência de tratamento (Lodi et al., 2006; Lodi et al., 
2008; Van der Waal, 2009). 
Embora não haja evidências científicas de que o tratamento, de qualquer 
modalidade, realmente previna ou impeça o possível desenvolvimento futuro de um 
CCEB, indica-se tratar ativamente as leucoplasias independente da presença ou ausência 
de displasia epitelial (Warnakulasuriya et al., 2007; Van der Wall, 2009; 
Warnakulasuriya et al., 2016). Também não há dados científicos disponíveis sobre o 
possível valor do acompanhamento e o intervalo após o tratamento, mas sugere-se que 
nos casos sem displasia epitelial seja feito acompanhamento em intervalos de seis meses 
por toda a vida e nos casos com displasia epitelial, além do tratamento, deve ser feito 
acompanhamento em intervalos de três meses por toda a vida. As limitações atuais na 
habilidade de predizer quais lesões evoluirão para uma transformação maligna resultam 
em muitos pacientes tratados de maneira inadequada (Napier et al., 2003; 
Warnakulasuriya et al., 2007; Van der Wall, 2009; Warnakulasuriya et al., 2016 ). 
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1.2 A via de sinalização WNT  
A via de sinalização WNT compõe a regulação de uma grande variedade de 
processos fisiológicos em diferentes espécies, com um papel decisivo no 
desenvolvimento embrionário (Klaus & Birchmeier, 2008). As WNTs constituem uma 
família de glicoproteínas secretadas, ricas em aminoácido cisteína, com 
aproximadamente 350-400 aminoácidos. Nos seres humanos, existem 19 membros 
conhecidos dessa família, os quais desempenham papéis essenciais na diferenciação, 
proliferação e sobrevivência celular (Giles et al., 2003; MacDonald et al., 2009).  
A transdução de sinal se inicia com a ligação das glicoproteínas WNTs a dois 
membros distintos de receptores de superfície celular: o receptor da família Frizzled 
(FZ) e receptores da família de proteínas relacionadas a receptor LDL, conhecidos como 
LRP, os quais atuam como co-receptores essenciais para a interação entre WNT e FZ. 
Até o presente momento, 10 receptores FZ e dois membros da família LRP, os 
receptores LRP-5 e 6, foram identificados em seres humanos. Os receptores FZ tem um 
domínio amino terminal rico no aminoácido cisteína, local em que ocorre a ligação das 
WNTs, sete domínios transmembranares e uma porção carboxi-terminal voltada para a 
face citoplasmática da membrana celular (Lusting & Behrens, 2003).  
As glicoproteínas WNTs ligam aos receptores de superfície celular e estimulam 
três vias de sinalização WNTs distintas: a via canônica, a via de polaridade planar da 
célula e a via WNT/cálcio (Lusting & Behrens, 2003). A via canônica, também 
conhecida como via clássica, ativa genes-alvo através da estabilização de -catenina no 
citoplasma e sua translocação até o núcleo (Dihlmann & Doeberitz, 2005). Na ausência 
de sinalização WNT, o pool citosólico de -catenina é continuamente degradado, como 
resultado da sua fosforilação pela proteína GSK3β e subsequente degradação através da 
via ubiquitina-proteosomo (Dakeng et al., 2012).  
Além da GSK3, outras proteínas fazem parte do complexo citoplasmático de 
destruição da - catenina, como a axina, a caseína quinase -1(CKI) e a proteína APC 
(do inglês: adenomatous poliposis coli) (Dakeng, et al., 2012). Axina e APC formam 
uma estrutura (scaffold) que permite a GSK3 fosforilar especificamente - catenina, 
bem como as próprias proteínas APC e axina, sendo que a fosforilação delas é 
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importante para a manutenção da estabilidade do complexo de destruição (Giles et al., 
2003).  
Sobre a fosforilação de -catenina, estudos têm mostrado que ela ocorre nos 
resíduos de aminoácidos Ser 33, 37, 45 e Thr 41 em duas etapas, como segue: o resíduo 
Ser 45 é primeiramente fosforilado pela CKI, a qual é seguida pela fosforilação dos 
outros resíduos de aminoácidos pela GSK3 (Amit et al., 2002). Após a finalização 
dessa etapa, a -catenina é então reconhecida pela ubiquitinaligase- - TrCP, induzindo 
a sua ubiquitinação, uma etapa inicial do processo de degradação de proteínas 
intracelulares pelo sistema ubiquitina-proteosomo (Giles et al., 2003).  
Quando a via de sinalização WNT é ativada, o complexo de destruição APC-
Axina-GSK3 é inativado, permitindo que a -catenina seja translocada do citoplasma 
para o núcleo, mediado pela Gal-3, onde se liga aos fatores de transcrição TCF/LEF 
para promover a ativação da transcrição de genes alvos tais como MYC, CCND1 e 
MMP7 (Shimura et al., 2004; Dakeng et al., 2012). Para que isso ocorra, a proteína 
WNT deve se ligar ao receptor FZ na célula-alvo e promover o recrutamento da proteína 
Dishevelled (Dsh) próximo à membrana plasmática, onde interage com o receptor FZ, 
etapa essencial para inibir o complexo de destruição. Em relação aos receptores LRP, na 
presença de WNTs ativadoras, LRP 5 e 6 são fosforilados por GSK3 e CKI, o que 
também promove o recrutamento de proteínas Dsh bem como a translocação da axina 
para a membrana plasmática e a inativação complexo de destruição (Klaus & 
Birchmeier, 2008). As vias não canônicas são menos estudadas e os seus papéis durante 
a tumorigênese permanecem ainda desconhecido (Lusting & Behrens 2003).  
Sinais inibitórios da via WNT são modulados extracelularmente por proteínas 
secretadas, tais como as proteínas relacionadas com o Frizzled (FrzB), fator inibitório de 
WNT-1 (WIF-1) e Cerberus Xenopus. Esses fatores se ligam a WNT e antagonizam a 
sua função. Outro antagonista desta via é o Dkk (Dickkopf) que se liga ao co-receptor 
LRP e bloqueia sua disponibilidade (Lusting & Behrens, 2003).  
A via de sinalização Wnt regula vários processos fisiológicos que, quando 
desregulados, são importantes na promoção tumoral, como proliferação celular, 
angiogênese, senescência, morte celular e metástases (Qiang et al., 2005; Ye et al., 
2007; Ramachandran et al., 2011; Anastas & Moon, 2013). Além disso, a alta 
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frequência de mutações em componentes dessa via em diferentes tipos de neoplasias 
ressalta a sua importância durante o processo da carcinogênese (Anastas & Moon, 
2013). De fato, o papel da via Wnt no desenvolvimento de tumores foi descrito pela 
primeira vez há trinta anos através da indução da expressão, por inserção pró-viral, de 
um gene até então desconhecido chamado int-1, promovendo a indução espontânea de 
hiperplasias e tumores mamários em ratas (Nusse & Varmus, 1982). A partir de então 
outros estudos evidenciaram a participação de diferentes componentes dessa via de 
sinalização no desenvolvimento tumoral (Anastas & Moon, 2013).  
Dentre as mutações mais estudadas, têm-se aquelas que afetam a proteína APC, 
as quais foram inicialmente estudadas em pacientes portadores de polipose adenomatosa 
familiar, uma doença caracterizada pelo desenvolvimento de numerosos pólipos 
adenomatosos e um grande risco do surgimento de tumor colorretal (Anastas & Moon, 
2013). Além do carcinoma colorretal, mutações em APC foram identificadas também 
em outras neoplasias, como adenomas gástricos, hepatoblastomas e carcinoma de 
próstata (Oda et al., 1996; Lee et al., 2002; Miyaki et al., 1999; Gerstein et al., 2002).  
Além disso, mutações no gene de -catenina (CTNNB1) foram identificadas em vários 
tipos de neoplasias humanas, incluindo tumores gastrointestinais, carcinoma 
endometrial, carcinoma hepatocelular, melanomas e tumores pancreáticos (Miyaki et 
al., 1999; Saegusa et al., 2001; Takayasu et al., 2001; Abraham, et al., 2002; Clements 
et al., 2002; Breuhahn et al., 2006). Somado a essas alterações genéticas, nos últimos 
anos outros mecanismos de ativação da via canônica Wnt foram descobertos, tais como 
alterações epigenéticas que levam ao silenciamento de genes que codificam as proteínas 
inibidoras WIF-1 e DKK e a superexpressão de proteínas Wnts e dos receptores FZ 
(Aquilera et al., 2006; Chan et al., 2007; Sato et al., 2007; Klaus & Birghmeier, 2008; 
Veeck et al., 2009). 
 
1.3 A via WNT em Leucoplasia. 
Alterações em componentes da via Wnt também já foram descritos nas 
neoplasias da cavidade oral e desordens (ou alterações) cancerizáveis da mucosa oral, 
tanto para lesões cancerizáveis, isoladamente, quanto na dinâmica da transformação 
maligna a partir das lesões displásicas. Embora haja evidências que indiquem alterações 
da via Wnt/-catenina na carcinogênese bucal, alguma controvérsia ainda persiste 
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quanto a sua interpretação e significado (Liu et al., 2000; Lo Muzio, 2003; 
AbdulMajeed et al., 2013; Varelas et al., 2014;  Sridevi et al., 2015). 
A expressão imuno-histoquímica de E-caderina e cateninas (,  e ) foi 
observada em displasias em padrão semelhante ao epitélio normal. Todavia, uma 
importante queda nesta expressão foi observada em casos de displasia mais intensa, 
carcinoma in situ em estreita vizinhança com carcinomas invasivos. Estes achados, tem 
sugerido a Williams et al. (1998) que a ruptura do complexo E-caderina/-catenina 
constitui-se em evento tardio no processo de carcinogênese bucal (Williams et al, 1998)  
Nakahara et al. (2000), relataram ausência de expressão imuno-histoquímica de 
ciclina D1 em mucosa normal, com discretíssimo aumento para leucoplasias (2,0%) e 
epitélio da borda de CCEB (5,0%). Estes resultados contrastam com um aumento para 
35,9% dos casos de CCEB. Neste trabalho, os autores não conseguiram identificar 
nenhuma correlação entre a expressão de ciclina D1 e a atividade proliferativa nas 
lesões. Todavia, nenhuma interpretação dos achados pode ser considerada para o papel 
de ciclina D1 no processo de carcinogênese bucal. 
Bankfalvi et al. (2002), também observaram semelhante distribuição de -
catenina em epitélio próximo da área invasiva do CCEB e em epitélio normal, 
envolvendo estrato intermediário profundo e queratinócitos basais; quanto a E-caderina, 
sua expressão foi localizada no estrato espinhoso, sendo negativa na superfície e em 
camada basal. Contudo, os autores puderam constatar por expressão imuno-
histoquímica, uma pan-expressividade no tecido epitelial displásico, envolvendo todas 
as camadas teciduais nas lesões tidas como carcinomas in situ. Em poucos casos, 
salienta o autor, E-caderina e -catenina tiveram sua expressão reduzida. Uma redução 
de expressão para E-caderina e -catenina foi também observada nos casos de CCEB, 
guardando uma estreita correlação entre a expressão das duas proteínas. Dado 
interessante foi que a expressão de E-caderina mostrou reduzida em casos recorrentes. 
Os autores concluíram que há uma perturbação de expressão do complexo E-caderina/-
catenina na carcinogênese bucal e que estas alterações podem ter impacto no processo 
de transformação maligna das alterações cancerizáveis. 
Sikdar et al (2003), destacam que a perda de heterozigosidade em genes 
supressores de tumor, tais como o gene da polipose adenomatosa do cólon (APC) e do 
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gene mutado na oncogênese do câncer de cólon (MCC, do inglês mutated colon cancer 
gen), constitui-se num dos primeiros eventos da carcinogênese bucal. Com base neste 
pressuposto, os autores analisaram se este evento estava também implicado na 
carcinogênese bucal em indianos fumadores e mascadores de tabaco. Os autores 
observaram uma expressão mínima de LOH no gene APC (3,0%), e ausência de LOH 
no gene MMC para os casos de leucoplasia. Ausência de LOH em MMC nos pacientes 
com CCEB foi acompanhado de um discreto aumento de LOH no gene APC do mesmo 
grupo. Para os autores, estes resultados mostram que o comprometimento destes genes 
pode não ser um evento precoce na carcinogênese bucal. 
Em 2006, Kövesi & Szende (2006) publicaram um estudo no qual investigaram 
a expressão de ciclina D1, p27 e p63 em LB. Os autores notaram uma expressão de 
ciclina D1 diretamente proporcional ao grau da displasia observada nas LB, sendo 
também mais forte nas eritroleucoplasias. E uma localização basal e parabasal foi 
bastante característica de sua expressão. Baseado no fato de que o aumento da displasia 
está diretamente relacionado com a transformação maligna epitelial (Warnakulasuriya 
& McDonald, 1995; Liu et al, 2000, Dionne et al, 2015; Warnakulasuriya et al, 2016),  e 
que as ciclinas foram mais evidenciadas nos casos de alta gradação de displasia, os 
autores formulam a hipótese de que ciclina D1 pode representar um poderoso marcador 
de transformação maligna nas LB. Semelhante interpretação foi também abordada por 
Turatti et al., 2005; Santos-Garcia et al, 2006). 
Shiratsuchi et al. (2007) avaliaram possíveis mutações nos genes de - catenina 
(CNNTB1) e APC, bem como a expressão de ciclina D1 (CCND1) e o acúmulo 
nuclear/citoplasmático de -catenina em 44 casos de carcinoma mucoepidermóide de 
cabeça e pescoço. Os autores observaram que em 15,4% dos casos foram encontrados 
mutações em -catenina e o seu acúmulo citoplasmático em 13,6%. Mutações em APC 
foram observadas em apenas dois casos de CME de baixo grau. Com relação à 
expressão de ciclina D1, 38,5% dos casos apresentaram amplificação do gene 
correspondente (CCND1) e 43,2% superexpressão, o que foi significativamente 
correlacionada com o acúmulo de - catenina (Shiratsuchi et al., 2007). 
A localização celular de -catenina (CNNTB1) também parece ser um fator 
importante no desenvolvimento de CCEB. Isso foi demonstrado por Ishida e 
colaboradores (2007), que encontraram expressão nuclear de -catenina em 92% dos 
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casos de leucoplasias com displasia e em 29% das leucoplasias sem displasia. Também 
observaram que a expressão nuclear de -catenina aumentou de maneira significativa 
com a severidade das displasias. Por fim, nesse mesmo estudo, os autores observaram 
que a expressão Wnt-3 e ciclina D1 (CCND1) era significativamente maior nos casos 
com expressão nuclear da -catenina. Os autores concluíram que a ativação da via de 
sinalização Wnt/-catenina é importante na progressão das displasias nas leucoplasias 
bucais (Ishida et al., 2007).  
- e -cateninas também foi avaliada por Lo Muzio et al. (2009) quanto a sua 
expressão em lesões displásicas envolvendo a mucosa bucal. Por meio de ensaios 
imuno-histoquímicos, os autores puderam observar suas expressões em amostras de 
displasias bucais, controladas pela sua expressão em amostras de mucosa bucal normal. 
Os autores puderam observar que ambas as cateninas mostraram uma redução ou 
mesmo ausência de expressão nas displasias, associadas inversamente a intensificação 
da gradação das mesmas. Também acompanhando a intensificação da displasia ocorreu 
um deslocamento desta expressão da membrana para o citoplasma em ambas as 
proteínas estudadas. Os autores não conseguiram encontrar nenhuma diferença de 
expressão para as cateninas quanto comparou suas expressões para casos que 
transformaram e não transformaram em CCEB. Estes achados falaram aos autores de 
que as alterações na expressão das cateninas pode ser um evento consequente a 
transformação maligna, e não relacionado à sua indução. 
Na mesma linha de avaliação, Fujii et al. (2011) também mostraram evidências 
da participação da via Wnt/-catenina no processo de carcinogênese bucal. Neste 
estudo, os autores evidenciaram um padrão crescente de -catenina desde a mucosa 
bucal normal, passando pela displásica até o carcinoma invasivo. Este padrão de 
expressão foi estreitamente correlacionado com a expressão de Ki-67, mostrando um 
aumento da atividade proliferativa nos estágios investigados da carcinogênese. 
Curiosamente, os autores encontraram um aumento na expressão de Dickkopf (Dkk)-3 
nestas fases da carcinogênese. Dkk-3 constitui-se uma proteína classicamente 
relacionada com a inibição da via Wnt/-catenina. Esta expressão de Dkk-3 tem sido 
encontrada pelos autores no citoplasma das células displásicas e nos CCEB, em 
especial. Segundo os autores, a mudança da expressão de Dkk-3 para o citoplasma das 
células epiteliais displásicas nas displasias e no CCEB sinaliza para o fato da proteína 
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não estar funcionalmente ativa neste compartimento, não interferindo na regulação do 
complexo E-caderina/-catenina. 
Em 2012, Chaw et al. avaliaram a expressão proteica de E-caderina, β-catenina, 
APC e Vimentina, bem como a confirmação da expressão gênica de E-caderina e 
Vimentina por qPCR. Ficou evidenciado a diminuição da expressão da E-caderina e um 
aumento da expressão de vimentina, o que pode ser correlacionado com um pior 
prognóstico da doença. A localização celular de β-catenina deixou de ser 
predominantemente membranar, para uma localização citoplasmática/nuclear, 
acompanhado de aumento da gravidade da doença. Com base na expressão do grupo 
controle, pode se notar que a expressão de APC foi reduzida para os casos de displasia 
leve, mas aumentou para CCEB. A expressão gênica de E-caderina (CDH1) nas 
displasias e CCEB foram inferiores a 1% dos valores encontrados nos tecidos tido como 
normais, e a expressão de mRNA de vimentina foi 3,7 vezes maior para CCEB do que 
para a mucosa normal. Em lesões orais potencialmente malignas, a expressão 
membranar reduzida e o ganho de expressão citoplasmática/nuclear de β-catenina, bem 
como a expressão aberrante de APC podem ser marcadores de transformação maligna 
(Chaw et al., 2012). 
Avaliando a expressão de marcadores de senescência e seu papel na 
carcinogênese bucal, Bascones-Martinez et al. (2012) compararam entre outros 
marcadores, a expressão de ciclina D1 entre amostras de mucosa normal, LB com e sem 
displasia e CCEB. Os autores puderam notar que embora a expressão de ciclina D1 
aumentasse dos grupos de LB sem displasia para LB com displasia, as diferenças não 
foram estatisticamente significativas. Estes resultados, associados a presença também de 
Rb e maspin nestas lesões, corrobora a ideia de que o envelhecimento funcionando 
como supressor tumoral. Ou seja, o envelhecimento estaria relacionado como um fator 
pró-carcinogenese. Estes achados reproduzem em linhas gerais, outros resultados 
(Mishra & Das, 2009; Lo et al., 2011; Ramasubramanian et al., 2012). Estes resultados 
são complementares aos achados de Yogesh et al (2011) que também evidenciaram uma 
relação entre a redução da expressão de E-caderina a hiperplasia basilar, perda de 
coesão celular, mitoses, perda de polaridade celular e cones epiteliais “em gota”. 
Em outro estudo indiano, Ramakrishna et al. (2013) confirmaram os achados de 
que a expressão de ciclina D1 é identificada em camadas parabasais do epitélio normal e 
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não conseguiram identificar diferenças significativas entre sua expressão nos diferentes 
graus de displasia incluídos no estudo. Os autores encontraram que o consumo de 
tabaco fumado tem uma relação direta com o aumento da expressão de ciclina D1 no 
epitélio bucal. Ainda, segundo os autores, estes achados reforçam a ideia de que a 
ciclina D1 é um marcador da carcinogênese bucal, em especial pela sua correlação com 
o fenômeno de hiperplasia basal encontrada nestas lesões.  
Kaur et al. em 2013, avaliaram a expressão gênica e proteica de E-caderina 
(CDH1) e -catenina (CNNTB1) em amostras de CCEB, lesões displásicas da mucosa 
bucal e em tecidos normais. Perdas da expressão de E-caderina e -catenina são os 
primeiros eventos na tumorigênese oral; suas associações com comportamento 
agressivo do tumor e recorrência da doença reforçam o seu potencial como marcadores 
prognósticos. Correlação de perda da expressão de E-caderina e -catenina com 
acumulação citoplasmática da molécula de adesão de leucócitos ativados (ALCAM, do 
inglês activated leukocyte cell adhesion molecule), tanto in vitro como em in vivo 
sugere que estas mudanças no sistema de adesão celular podem desempenhar papel 
fundamental na tumorigênese oral. 
Níveis reduzidos de expressão para -catenina, -catenina e E-caderina foram 
relatados também por Kyrodimou et al. (2014), achados diretamente relacionados com a 
desmogleinas-3 (Dsg-3). Este achado foi diretamente relacionado ao grau da displasia e 
a presença de CCEB, constituindo-se para os autores, uma evidência que dá ao achado 
um importante valor preditor da transformação maligna de leucoplasias. 
Em recente trabalho, Freitas Silva et al. (2014) confirmaram a importância da 
ruptura estrutural do complexo E-caderina/-catenina na transformação maligna, a partir 
de sua reduzida expressão em lesões displásicas intensas e ausência em CCEB. Esta 
alteração parece envolver não somente a via da p-Akt, quanto também do Twist. Isto 
ficaria mais evidente na transformação maligna, quanto estas proteínas estariam em uma 
relação inversa de expressão em relação a E-caderina. Os achados remetem a uma 
provável interação destas proteínas no processo de transformação maligna, podendo, 
inclusive, constituírem-se em potenciais marcadores desta transformação.  
von Zeidler et al. (2014) também exploraram a importância da expressão de E-
caderinas em leucoplasias como sendo sinal precursor de sua transformação maligna. 
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Para tanto, estudaram sua expressão em amostras de mucosa normal, LB e CCEB 
metastáticos. De acordo com os autores, houve diferenças significativas na sua 
expressão entre os diferentes grupos estudados. Chamou a atenção, que a expressão 
tornava-se reduzida naquelas lesões de maior risco de transformação maligna, ou seja, 
com mais altos níveis de displasia. Segundo os autores, a queda na expressão de E-
caderina sinaliza para fenômenos de perda de adesão celular como evento precoce na 
progressão de lesões cancerizáveis para CCEB. Importante que estas reduções foram 
encontradas principalmente nas camadas parabasais nos casos de LB de baixo risco e 
envolveu todo o epitélio nas de alto risco.  Na mesma linha, Freitas Silva et al. (2015) 
também encontraram um padrão citoplasmático de expressão de -catenina em amostras 
de mucosa bucal e de displasias bucais. Estudando por meio de ensaio imuno-
histoquímico a expressão proteica de -catenina, os autores encontraram que esta 
expressão tornava-se também membranar a medida do aumento da gradação da 
displasia epitelial, mas havia uma redução inversamente proporcionalmente associada a 
acentuação do grau da displasia. Os autores reforçam a ideia de que a mudança de 
compartimentalização na expressão e o aumento de sua expressão citoplasmática nos 
casos displásicos, pode ser um evento marcador do processo de carcinogênese bucal. 
A perda de heterozigosidade (LOH), mutações e alterações epigenéticas de APC 
foram relatadas em diferentes estudos em amostras de CCEB (Largey et al., 1994; 
Sikdar et al., 2003). Em geral, os estudos mostram que as alterações no gene APC levam 
a uma redução na expressão da proteína APC e, por consequência, da sua atividade 
supressora tumoral (Largey et al., 1994). Baseado nisso, Gao e colaboradores (2005), 
avaliando 34 amostras de CE oral, encontraram LOH e hipermetilação do gene APC em 
31 casos. Em apenas cinco casos foi observado LOH juntamente com hipermetilação de 
APC. Esse estudo ainda analisou a expressão de -catenina e verificou um aumento nos 
tumores pouco ou moderadamente diferenciados, indicando que a LOH e o acúmulo de 
-catenina parecem contribuir para a progressão maligna de CCEB (Gao et al., 2005).      
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2 OBJETIVOS 
  
2.1 Geral  
 
Identificar o padrão de transcrição de genes (expressão funcional) pertencentes à 
via de sinalização Wnt/β-catenina e sua relação com os respectivos produtos gênicos em 
uma amostra tecidual de LB e sua relação com fatores clínicopatológicos considerados 
marcadores de sua transformação maligna. 
.  
2.2 Específicos  
 
2.2.1 Descrever as características sociodemográficas e clinicopatológicas da amostra 
estudada de LB e os eventos de transformação maligna detectados nos casos durante o 
seu acompanhamento clínico;  
 
2.2.2 Avaliar a expressão gênica de genes da via Wnt/ß-Catenina, a saber, CNNTB1, 
GSK3β, APC, CDH1, c-MYC e CCND1, em leucoplasias bucais;  
 
2.2.3 Avaliar a expressão das proteínas da via Wnt/ß-Catenina, a saber, Wnt-1, E-
caderina,  β-catenina, APC, c-Myc e Ciclina D1 em leucoplasias bucais;  
 
2.2.4 Analisar a relação da expressão gênica e proteica da via Wnt/ß-catenina no âmbito 
funcional da via e com os fatores clinicopatológicos na amostra de LB que possam 
indicar risco de transformação maligna.  
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3 Materiais e Métodos 
 
Esse estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas da Universidade 
Federal de Uberlândia (CAAE: 04461813.1.0000.5152), segundo o parecer de número 
680.597 (ANEXO A). Todos os pacientes participantes do estudo assinaram o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B).  
 
 
 
3.1 Casuística 
  
A amostra estudada foi composta de LB (CID:K13.2) diagnosticadas em 
pacientes provenientes do atendimento realizado no ambulatório da Unidade de 
Diagnóstico Estomatológico e de Cirurgia Bucomaxilofacial da Faculdade de 
Odontologia da Universidade Federal de Uberlândia (FOUFU), prospectivamente, e de 
casos recuperados retrospectivamente, a partir dos registros dos arquivos do Laboratório 
de Patologia Bucomaxilofacial da mesma Instituição. No total, foram levantados 39 
pacientes portadores de LB. Dois destes pacientes apresentaram duas lesões que foram 
incluídas no estudo, o que resultou em uma amostra referência de 41 lesões. Outros sete 
pacientes tiveram mais de uma biopsia realizada nas mesmas lesões em tempos 
diferentes: duas biopsias em cinco pacientes, e três biopsias em outros dois. Para estes 
pacientes, o intervalo de tempo entre as biopsias variou entre três e 96 meses. 
Trinta dos 39 pacientes incluídos no estudo, 30 tiveram material coletado 
prospectivamente, no período entre 2012 e 2014. Para estes casos, parte do material foi 
fixada em solução de formol tamponado (pH ~7,2) a 10%, designada a partir de agora 
como formalina, e incluídos em parafina; outra parte foi armazenada em freezer -86ºC, 
até o momento dos experimentos de expressão gênica funcional. Os demais casos foram 
fixados em formalina e incluídos em parafina, e se mantiveram arquivados no 
Laboratório de Patologia Bucomaxilofacial da FOUFU. Para estes, o diagnóstico de LB 
foi realizado entre 1994 e 2011. 
Todos os casos tiveram o seu diagnóstico clinicopatológico baseado nos critérios 
divulgados pela OMS (Barnes et al, 2005) e em estudos publicados por grupos de 
trabalho designados pela OMS para discussão e proposição de conceitos sobre lesões 
33  
potencialmente cancerizáveis (Warnakularusiya et al., 2007; Warnakulasuriya et al., 
2008; van der Waal, 2009).  
Para todos os casos admitidos no estudo, os seguintes dados sociodemográficos 
e clinicopatológicos foram coletados: idade, sexo, localização (considerada como o 
epicentro da lesão), tamanho, tipo de leucoplasia (homogênea ou não homogênea), e 
sintomatologia associada, exposição a fatores etiológicos classicamente reconhecidos 
para as LB informados pelo paciente (exposição a álcool e produtos do tabaco fumado), 
história médica pessoal de câncer, e a data do diagnóstico da lesão maligna 
(transformação maligna), a partir do diagnóstico histopatológico.  
Todos os casos foram analisados histopatologicamente para a caracterização de 
atipias celulares e alterações de arquitetura tecidual (Figura 2), designados como 
parâmetros para a identificação e gradação de displasias, de acordo com orientações da 
OMS (Barnes et al, 2005). Por sua vez, a gradação da displasia foi realizada seguindo-se 
os critérios de Kujan et al. (2006), como segue: 
1. LB de alto riso de malignização (LAR): observação de, no mínimo, quatro 
alterações arquiteturais e cinco alterações citológicas; 
2. LB de baixo risco de malignização (LBR): associada à observação de menos 
de quatro alterações arquiteturais ou menos de cinco alterações citológicas. 
Todos os casos incluídos no estudo tiveram dados de acompanhamento mínimo 
de 12 meses. 
Como critério de exclusão, estabeleceu-se a ausência dos dados 
sóciodemográficos e clinicopatológicos mencionados, ausência de material suficiente 
para a realização dos ensaios de expressão gênica funcional ou de imuno-histoquímica, 
e acompanhamento do paciente menor que 12 meses. Desta forma, incluímos casos que 
apresentaram material para análise concomitante de expressão gênica funcional, e casos 
para os quais apenas materiais para análise imuno-histoquímica de proteínas via Wnt/ß-
Catenina estavam disponíveis.  
A rotina de coleta foi estabelecida com os seguintes passos: 
1. Para os casos inseridos prospectivamente: após a biopsia, os fragmentos 
eram hemisseccionados com lâmina de bisturi, em ambiente limpo e 
esterilizado. Um dos fragmentos foi imediatamente introduzido em 
nitrogênio líquido (-96ºC), e depois de congelamento rápido, transferido para 
o freezer -86ºC, onde ficava armazenado até o momento dos ensaios de 
expressão gênica; o outro fragmento era introduzido em formalina, na qual 
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ficava imerso no mínimo 24 horas e não mais que 72 horas, quando então era 
processado para inclusão em parafina e obtenção dos cortes histológicos para 
a realização da técnica de coloração Hematoxilina/eosina e ensaios imuno-
histoquímicos. 
2. Para os casos já previamente fixados em formalina e incluídos em parafina 
armazenados nos arquivos do Laboratório Institucional de Patologia, os 
blocos selecionados foram recortados para obtenção dos cortes histológicos 
para confecção de novas lâminas para análise a partir de colorações de 
Hematoxilina/eosina, e para obtenção dos cortes histológicos utilizados nos 
ensaios imuno-histoquímicos.  
Todos os cortes obtidos foram armazenados em ambiente seco e em temperatura 
refrigerada durante o dia. 
Um terceiro grupo de amostras foi estabelecido como grupo controle (n = 16) na 
para a realização dos ensaios imuno-histoquímicos, constituído por fragmentos de 
tecidos epiteliais histologicamente normais, provenientes de margens adjacentes de 
lesões benignas (hiperplasia fibrosa) com características morfológicas de normalidade, e 
de fragmentos teciduais diagnosticados como não apresentando alterações patológicas 
aparentes ou mesmo com diagnóstico de tecido normal.  
Um quarto grupo, também identificado como controle (n = 11), foi configurado 
e utilizado para os experimentos de expressão gênica funcional por qPCR (quantificação 
de amplicons pela reação em cadeia da polimerase em tempo real). Este grupo foi 
constituído por fragmentos de mucosa de bochecha e gengiva de pacientes saudáveis, 
não tabagistas, resultantes de procedimentos terapêuticos diversos, e por fragmentos de 
mucosa adjacentes a mucoceles tratadas por exérese no Ambulatório de Diagnóstico 
Estomatológico e no Programa de Cuidados Específicos a Doenças Estomatológicas 
(PROCEDE) da Faculdade de Odontologia da UFU. 
Todos os componentes dos grupos controles eram não tabagistas, com idades 
variando entre 20 a 40 anos. 
 
3.2 Ensaio imuno-histoquímico  
 
A técnica utilizada para identificação da expressão das proteínas Wnt-1, β-
catenina, GSK3β, APC, E-caderina, c-Myc e Ciclina D1 foi a da estreptavidina-biotina-
peroxidase. Aspectos relativos as diluições consideradas para cada anticorpo, os 
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controle positivos empregados, e as respectivas referências de catálogo estão detalhados 
na Tabela 2. 
  
Tabela 2 – Anticorpos utilizados nos ensaios imuno-histoquímicos, com os respectivos 
clones, origem, código do anticorpo, fabricante, diluições de uso e os respectivos 
controles positivos empregados.  
Anticorpo Clone Origem Código Fonte Diluição Controle + 
Wnt-1A - Policlonal/Coelho ab15251 Abcam 1:100 Ca Mama 
β-Catenina H-102 Policlonal/Coelho sc-7199 Santa Cruz 1:500 Ca Mama 
GSK3-β 3D10 Monoclonal/Camundongo ab93926 Abcam 1:1500 Ca Mama 
APC C-20 Policlonal/Coelho sc-896 Santa Cruz 1:400 Ca Cólon 
E-caderina SPM471 Monoclonal/Camundongo sc-56527 Santa Cruz 1:50 Cólon Normal 
c-Myc  C-19 Policlonal/Coelho sc-788 Santa Cruz 1:500 Cólon Normal 
Ciclina D1 SP4 Monoclonal/Coelho ab16663 Abcam 1:50 Ca Basocelular 
*Procedência dos anticorpos: Abcam, Cambridge, UK e Santa Cruz Biotechnology, Sta Barbara, CA, USA 
Para o ensaio imuno-histoquímico, cortes teciduais de 3μm de espessura, 
provenientes de tecido fixado em formol e incluídos em parafina foram obtidos e 
montados em lâminas polarizadas StarFrost® (Knittel Glaser, Brunsvique, BS, 
Alemanha). Os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em concentrações 
decrescentes de etanol (100% a 70%). Para a remoção do pigmento formólico, os cortes 
foram imersos em solução de hidróxido de amônio 10% em etanol 95%, por 10 min., e, 
em seguida, lavados por sete passagens em água destilada. A recuperação antigênica foi 
realizada de acordo com padronizações desenvolvidas no Laboratório, utilizando-se 
solução tampão EDTA, 1M (pH 8.0) em Decloaking Chamber™ NxGen (Biocare 
Medical, Concord, CA, USA) com ciclo de 110°C por 15 min.. Após o resfriamento e 
lavagem em cinco banhos de água destilada, os cortes foram submetidos primeiramente, 
ao bloqueio da biotina endógena com solução de clara de ovo, na proporção de duas 
claras de ovo para 200 mL de água destilada. Essa solução é previamente 
homogeneizada e filtrada e então incubada com as lâminas a 37ºC, por 20 min., seguida 
de lavagens por 10 passagens em água destilada, para retirar todo o excesso da solução. 
Na sequência, deu-se o bloqueio da avidina endógena utilizando-se leite em pó 
desnatado Molico® (Nestlé Brasil Ltda, São Paulo, SP, Brasil), na proporção de 30g de 
Molico® para 180 mL de água destilada, a 37ºC por 20 min., o que foi seguido de 10 
banhos em água destilada. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com 
solução de H2O2 em água destilada, a 10%, em três banhos de 10 min., cada. Após esse 
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bloqueio, os cortes foram lavados em cinco banhos de água destilada e, em seguida, a 
três banhos de cinco min. cada, em solução tampão TRIS-HCl 0,5M (pH 7.4). Depois 
desses passos, os cortes foram submetidos a incubações com o kit Starr Trek™ 
Universal HRP Detection System (STUHRP700, Biocare Medical, Concord, CA, USA). 
Todas as incubações foram realizadas em câmara úmida a 37°C: a primeira solução 
utilizada foi a solução de bloqueio Background Sniper (Biocare Medical, Concord, CA, 
USA), por 15 min. para bloqueio de ligações inespecíficas; a após a retirada do excesso 
de líquido sobre as lâminas com auxílio de papel filtro, deu-se a incubação com os 
anticorpos primários, por 2 horas. Os cortes foram então lavados em solução de TRIS-
HCl, em dois banhos de 2 min. cada, e incubados com a solução Trekkie Universal Link 
(disponível no kit Starr-TrekTM) contendo anticorpo secundário, a 37ºC por 20 min.. Os 
cortes foram novamente lavados em TRIS-HCl, em dois banhos de 2 min. cada, e 
imersos com a solução contendo o complexo terciário TrekAvidin-HRP (disponível no 
kit Starr-TrekTM), a 37°C por 10 min., seguido de lavagem em TRIS-HCl, em 2 banhos 
de 2 min. cada novamente.  
A revelação foi realizada com cromógeno 3-3'-diaminobenzidina 
tetrahidroclorido (disponível no kit Starr-TrekTM) por 3 min., após esse passo os cortes 
foram lavados em água corrente e depois contracorados com Hematoxilina de Harris. 
Os cortes foram desidratados em concentrações crescentes de etanol (70% a 100%), 
diafanizados em xilol e finalmente montados. Os controles positivos estão especificados 
na Tabela 2 e a omissão dos anticorpos primários foi utilizada como controle negativo.  
 
3.2.1 Avaliação da imuno-histoquímica  
Para este procedimento foi empregado o método de avaliação semiquantitativa 
Quickscore (Detre et al, 1995). Esta avaliação leva em consideração dois parâmetros, a 
saber: intensidade de marcação (I) e a proporção de células marcadas (P), as quais 
foram consideradas na avaliação de cada lâmina, para cada proteína avaliada. Para 
tanto, foram avaliados 10 campos aleatórios em cada lâmina, com sequência 
padronizada, ampliados a 400X (aumento original). Ao final, o índice Quickscore (Q) 
foi obtido por cada expressão avaliada por lâmina a partir da fórmula Q = P x I. A 
distribuição dos valores relativos a intensidade (I) e percentual (P) de marcação 
utilizados no método está detalhada na Tabela 3. Todas as análises que empregaram 
estes índices foram efetuadas a partir de valores de mediana para Q (MQ) por caso, por 
produto gênico avaliado. 
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Tabela 3 – Distribuição dos scores conforme a porcentagem e intensidade de células 
marcadas. 
Variáveis Classificação 
Score  1 2 3 4 5 
Porcentagem 
(P) 0-20% 20-40% 40-60% 60-80% 
80-
100% 
Score  0 1 2 3   
Intensidade (I) Negativo Fraco Moderado Forte   
 
 
3.3 Expressão funcional gênica pela reação da polimerase em cadeia, em tempo 
real (qPCR)  
 
3.3.1 Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores (primers)  
 
Os iniciadores ou primers foram desenhados com o auxílio da ferramenta de 
“design de primers” da empresa Integrated DNA Technologies (Integrated DNA 
Technologies, Inc., Coralville, Iowa, USA), através do link PrimerQuest® Tool 
(https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). Os parâmetros escolhidos foram 
definidos para qPCR Intercalating Dyes, considerando os seguintes fatores: temperatura 
de melting de 60°C, porcentagem de bases GC de 50%, tamanho do primer de 18-22pb, 
tamanho do amplicon de 80 a 100pb e energia livre de Gibbs (ΔG) baixa (Thornton & 
Basu, 2011). As sequências dos genes alvos foram obtidas pelo site da National Center 
for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/genes-expression/). 
Em seguida, para seleção do melhor primer/gene, utilizou-se o site da IDT® e, 
finalmente o programa Basic Local Alignment Search Tool - BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), tal que primers de menor expect-value (e-
value) foram finalmente selecionados (Thornton & Basu, 2011). A Tabela 4 detalha os 
primers forward e reverse empregados no estudo, de acordo com os parâmetros acima 
mencionados. 
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Tabela 4 – Sequência dos primers forward (F) e reverse (R) com suas respectivas 
referências. 
Gene Sequência 
Referência 
IDT Referência NCBI  
CNNTB1 F CCAGGTGGTGGTTAATAAGG 128954095 NM_001243027.2 
CNNTB1 R CTGAGGAGAACGCATGATAG 128954096 NM_001243027.2 
APC F GCCCTAGAAGCAGAATTAGATG 129829704 NM_001206729.1 
APC R CTTACTACGATGAGATGCCTTG 129829705 NM_001206729.1 
CDH1 F GTCAGCTACTCTAGTTCTGTTG 128954089 NM_006218.2 
CDH1 R GGACACACCAGTGTAGTAATG 128954090 NM_006218.2 
GSK3β F CTACCATCCTTATTCCTCCTCA 128954099 NM_001146156.1 
GSK3β R GTCCACGGTCTCCAGTATTA 128954100 NM_001146156.1 
CCND1 F CCACAGCTACTTGGTTTGT 128954097 NM_004958.3 
CCND1 R CCTACACCTATTGGACTGAAAG 128954097 NM_004958.3 
c-MYC F CTGCTTAGACGCTGGATTT 128954098 NM_00507111.5 
c-MYC R CGAGGTCATAGTTCCTGTTG 128954098 NM_00507111.5 
B2M F  TATCCAGCGTACTCCAAAGA   NM_004048.2 
B2M R GGATGAAACCCAGACACATAG   NM_004048.2 
B2M – gene da b2-microblobulina; CCND1 – gene da Ciclina D1; CNNTB1 – gene da 
ß-catenina; CDH1 – gene da E-caderina; 
Os outros genes considerados são designados por nomes dos próprios produtos gênicos. 
 
3.3.2 Extração de RNA  
As extrações de RNAs de todas as amostras congeladas (mucosa normal e LB) 
foram realizadas no equipamento Maxwell® 16 Instrument (Promega, Madison, WI, 
USA) empregando-se o kit de extrações de RNA Maxwell® 16 LEV simply RNA 
Tissue Kit (Referência: AS1280, Promega, Madison, WI, USA). Todas as etapas 
seguiram as recomendações do fabricante, bem como todas as soluções utilizadas 
disponíveis no kit. Previamente, foi realizada a macro dissecção de todas as amostras 
com o auxilio de lupa estereoscópica para remoção do tecido conjuntivo. Após a 
pesagem (máximo de 0,05g), cada amostra foi macerada em ambiente refrigerado (cuba 
com gelo) em meio contendo 200 μL da solução de trabalho (1 mL de solução de 
homogeneização para cada 20 μL de 1-tioglicerol) com auxílio do Pellet Pestles® 
(Sigma-Aldrich Brasil Ltda. Sao Paulo, Brazil). Seguida a aplicação de 200μL de 
tampão de lise, as amostras foram agitadas em vortex por 15s, centrifugadas a 1000g 
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por 2 min. a 4°C e os sobrenadantes coletados (400 μL) e colocados nos cartuchos 
(cartridges, que são suportes disponíveis no kit), posteriormente foram colocadas dentro 
do aparelho Maxwell® 16 Instrument (Promega, Madison, WI, USA) para extração dos 
RNAs. Ao final, o RNA total eluído de cada amostra foi alíquotado e posteriormente 
quantificado em espectofotômetro NanoDrop® ND1000 (Thermo-Fisher, Wilmington, 
DE, USA), utilizando a relação 260/280 (índice de absorbância variando de 1,6 a 2,1) e 
260/230 (índice de absorbância variando de 1,9 a 2,4). Todos os RNAs extraídos foram 
armazenados em freezer -80°C até a realização dos procedimentos de transcrição 
reversa.  
 
3.3.3 Transcrição reversa 
Utilizou-se o kit GoScript™ Reverse Transcription System (A5001, Promega, 
Madison, WI, USA) para a síntese de DNA complementar (cDNA). Todas as etapas 
foram seguidas de acordo com as recomendações do fabricante. Inicialmente, para cada 
amostra, 7 μL de Primer Mix (1μL de Oligo DT, 1 μL de Random Primer e 5μL de 
RNA total foi incubado a 70°C por 5 min.) e 13μL de RT Mix (5 μL de água livre de 
RNAse, 4 μL de 5X Reaction Buffer, 1 μL de dNTP Mix, 1,5 μL de MgCl2 (1,5 mM), 
0,5 μL de RNAsin e 1 μL de Enzima RT) foram misturados e incubados em 
termociclador por 1 hora a 42°C e então por 10 min. a 70°C para a desnaturação da 
enzima transcriptase reversa. Ao final, o cDNA/amostra foi aliquotado, quantificado em 
espectofotômetro NanoDrop® ND1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, 
USA) ( (índices de absorbância variando de 1,6 a 2,1 para os índices 260/280 e de 1,9 a 
2,1 para os índices 260/230) e armazenado em freezer -20°C até a utilização nos ensaios 
de qPCR.  
 
3.3.4 Reação em cadeia da polimerase em tempo real – qPCR  
A quantificação da expressão dos genes WNT-1, CNNTB1, GSK3β, APC, 
CDH1,c-MYC e CCND1 foram realizados no aparelho StepOnePlus™ Real Time PCR 
Systems (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) através do método comparativo de 
threshold cycles (Ct). Todos os experimentos realizados foram montados em placas de 
96 poços MicroAmp® Fast Optical, 0,1mL (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). 
Para montagem dessas placas de 96 poços, empregou-se o programa StepOne Software 
versão 2.1 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). Todos os experimentos foram 
conduzidos em duplicata com apenas um controle para cada gene. As condições da 
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reação foram determinadas em ciclos previamente padronizados de 95ºC por 2 min., 40 
ciclos de 95ºC por 15 seg. e 60ºC por 1 min.. Para determinação da curva de melting, 
empregaram-se ciclos de 95°C por 15 seg., 60°C por 1 min. e 95°C por 15 seg.. A 
reação teve um tempo total de corrida de aproximadamente 2 horas.  
Para a reação, utilizou-se o GoTaq® qPCR Master Mix (A6001, Promega, 
Madison, WI, USA), que contém sondas com propriedades espectrais semelhante ao 
SYBR® Green I, com excitação a 493 nm e emissão a 530 nm. As proporções dos 
reagentes utilizados no mix para cada amostra foram as seguintes: 6μL de GoTaq® 
qPCR Master Mix, 0,5 μL de primer forward, 0,5 μL de primer reverse e 3,1 μL de 
água livre de RNAse, totalizando 10,1 μL de mix em cada poço. A quantidade de cDNA 
utilizada foi de 1,9 μL (200ng de cDNA), totalizando em cada poço 12 μL de solução.  
A expressão relativa ótima de cada gene foi estabelecida através da 
normalização do qPCR em relação ao gene endógeno B2M, da β2-microglobulina 
(Tabela 4), pois foi o gene para o qual se obtiveram os menores índices de variações 
para as amostras testadas. O modelo matemático adotado para a avaliação da expressão 
relativa (r) entre o gene alvo e o gene endógeno foi através da diferença entre os valores 
de Ct do gene endógeno e dos valores de Ct do gene alvo (ΔCt = Ct do gene alvo - Ct 
do gene endógeno) sem considerar a correção da eficiência (Schmittgen & Livak, 2008). 
A partir dos valores de ΔCt dos grupos LAR e LBR, foi possível ainda subtrair a 
variação de ΔCt das amostras controles através da média do ΔCt (calibrador) delas, tal 
que ao final foi obtido o ΔΔCt = ΔCt – calibrador. Para as análises dos resultados finais 
foram considerados a quantificação relativa pelo método 2-ΔΔCt considerando as 
médias das duplicatas (Schmittgen & Livak, 2008; Bustin et al., 2009).  
 
3.4 Análise dos dados  
Todas as análises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para a análise estatística, a amostra foi 
testada quanto a sua normalidade por meio do teste D´Agostino-Pearson, padrão do 
software utilizado. Os dados obtidos foram descritos a partir de estatística descritiva, 
utilizando-se medianas (distribuição não normal) e percentuais que, quando pertinente, 
foram expressos em tabelas e figuras. Considerando o resultado do teste de distribuição 
da amostra que mostrou trabalharmos com dados não normais, os seguintes testes não 
paramétricos foram realizados: 
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1. Para a comparação da expressão imuno-histoquímica e expressão relativa dos 
genes entre os grupos controle e LB (total) foi utilizado o teste U de Mann-Whitney; 
2. Para verificar associação entre transformação maligna e as diferentes variáveis 
clinicopatológicas, foram efetuados o teste Exato de Fisher. 
3. O teste de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunn, foi utilizado para 
analisar comparativamente a expressão imuno-histoquímica, bem como a expressão 
relativa dos genes entre os grupos controle e os outros grupos de variáveis relacionadas 
as LB: LBR e LAR; lesões não homogêneas e homogêneas; lesões em diferentes 
localizações bucais; lesões maiores e menores que 200 mm2; lesões em pacientes de 
diferentes idades, lesões em pacientes do sexo feminino e masculino; lesões em 
pacientes com e sem história de câncer e transformação maligna. 
4. O teste de Spearman foi utilizado nas análises de correlação entre dado 
quantitativo da expressão gênica e dado semiquantitativo da expressão dos produtos 
gênicos no grupo de LB. 
4. Em todas as análises, utilizou-se o intervalo de confiança de 95%; foram 
considerados significativos os resultados com valor de p < 0,05.  
Para a realização dos testes citados, as variáveis foram categorizadas como 
segue: 
Idade: não idosos quando a 
idade era menor que 60 anos; 
idosos, com idade igual ou maior 
que 60 anos;  
Sexo: masculino e feminino; 
Etilismo: sim/não; 
Tabagismo: sim/não;  
História pessoal de câncer: 
sim/não; 
    Sintomatologia: sim/não; 
Tamanho:  200mm2 /  200mm2; 
Tipo de LB: homogênea / não 
homogênea; 
Presença de displasia: Lesão de alto 
risco (LAR) / lesão de baixo risco 
(LBR); 
Transformação Maligna: sim/não. 
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4 RESULTADOS  
 
4.1 Dados clinicopatológicos gerais  
 
As principais informações clinicopatológicas dos 39 pacientes diagnosticados 
com LB e incluídos nos estudo estão descritos na Tabela 5. A maior parte dos pacientes 
pertencia ao gênero masculino (53,8%) e apresentava idade mediana de 56 anos, 
variando de 34 a 93 anos. No que diz respeito à exposição aos dois principais fatores de 
risco para o desenvolvimento da LB, a grande maioria dos pacientes era tabagista 
(76,9%), e a minoria etilista/ex-etilista (30,8%). Cinco pacientes (12,8%) apresentavam 
histórico pessoal de câncer extrabucal. Sintomatologia foi observada em 
aproximadamente 10% deles: dor e sensação de aspereza são as mais frequentemente 
relatadas (n=3, 8%), enquanto dormência foi relatada pelo outro paciente (n=1, 2,0%). 
Quanto à localização, a maioria dos pacientes apresentava lesão na mucosa de bochecha 
(33,3%), seguido pelos pacientes com acometimento de palato (17,9%) e múltiplos 
sítios (15,4%). Língua e gengiva foram acometidas em cinco e quatro pacientes de 
maneira isolada respectivamente (12,8% e 10,3%).  Embora não tenha sido acometido 
de maneira isolada, o soalho bucal apresentava-se como epicentro de lesões em quatro 
pacientes (10,3%), como lesão única acometendo soalho bucal e língua 
simultaneamente. Para os casos de manifestação múltipla a combinação do 
acometimento gengival e de mucosa de bochecha foi a forma mais frequente. A maior 
parte das lesões apresentava tamanho maior que 200 mm2 (56,5%) e manifestação 
clínica homogênea na primeira consultam (69,2%).  
Quanto à classificação histológica, dos 39 casos avaliados inicialmente, 74,4% 
foram classificados como LBR e 25,6% como LAR. Durante o acompanhamento dos 
pacientes, seis lesões sofreram transformação maligna (15,4%) num tempo médio de 
acompanhamento de 52 meses, sendo quatro delas classificadas como de alto risco de 
transformação e duas delas de baixo risco. O tempo médio de acompanhamento para 
todas as lesões avaliadas foi de 56 meses, com mínimo de 12 meses e máximo de 156 
meses.   
Quanto ao tratamento empregado, apenas os seis pacientes diagnosticados com 
CCEB foram submetidos à excisão cirúrgica completa da lesão sob anestesia geral sem 
a realização de tratamento adjuvante (15,4%). Dentre os demais pacientes, 28 (71,7%) 
realizaram apenas biópsia incisional com finalidade de diagnóstico e cinco (12,8%) 
foram submetidos à biópsia excisional no momento do diagnóstico sob anestesia local.  
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Como protocolo de tratamento, todos os pacientes tabagistas foram orientados a 
interromper o consumo de tabaco na primeira consulta. Sendo assim, dentre os 39 
pacientes acompanhados 41% pararam de fumar, sendo que em quatro deles as lesões 
desapareceram durante o acompanhamento e em um paciente a lesão apresentou 
crescimento mesmo após a interrupção do tabagismo. 
Quanto à condição clínica dos pacientes ao final do estudo, apenas dois 
pacientes evoluíram para óbito após o diagnóstico de CCEB (5,1%) os demais ou se 
encontram vivos sem doença (48,7%) ou vivos com as lesões presentes e em 
acompanhamento (46,2%).  
Em sete pacientes, foi realizada mais de uma biópsia ao longo do 
acompanhamento. Os dados clinicopatológicos e de seguimento de cada um deles estão 
descritos na tabela 6. Dentre eles, três pacientes que apresentavam LAR no momento do 
diagnóstico (#3,#5,#7), após a interrupção do consumo de tabaco apresentaram 
regressão clínica da lesão e uma evidente melhora no quadro de displasia epitelial sendo 
classificados como LBR na biópsia de acompanhamento. Em outros dois casos (#4 e 
#6), os pacientes apresentavam lesões homogêneas classificadas em LBR. No entanto 
mesmo após receber orientações sobre a progressão dessas lesões nos tabagistas, os 
pacientes não pararam de fumar, o que resultou numa mudança clínica para a forma não 
homogênea, progressão para LAR e transformação maligna da lesão (Figura 1).  
Analisando estatisticamente, foi possível observar que apenas o tamanho 
(>200mm2) foi associado significativamente à transformação maligna (p = 0,0266; RR: 
1,353). Transformação maligna não foi associada a outras variáveis testadas, a saber: 
gênero (p = 0,6786), localização (língua/soalho e outras localizações, p = 0,5928), 
história pessoal de câncer (p = 1,0), tipo de leucoplasia (p = 0,3607) e displasia, baseado 
no risco para transformação maligna (LAR e LBR, p = 0,3235). Os dados 
clinicopatológicos de cada um dos pacientes que sofreram transformação maligna da 
lesão estão descritos na tabela 7. 
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Tabela 5 - Características clinicopatológicas dos 39 pacientes portadores de leucoplasias 
bucais. 
Variáveis Classificação N° de pacientes Porcentagem (%) 
Gênero  
Feminino 18 46,2 
Masculino 21 53,8 
Idade  
  60 25 64,1   60 14 35,9 
Tabagismo  
SIM 30 76,9 
NÃO 9 23,1 
Etilismo  
SIM 12 30,8 
NÃO 27 69,2 
Histórico de Câncer  
SIM 5 12,8 
NÃO 34 87,2 
Sintomatologia  
SIM 4 10,3 
NÃO 35 89,7 
Localização  
Mucosa de bochecha 13 33,3 
Palato 7 17,9 
Gengiva 4 10,3 
Língua 
Soalho bucal 
5 
4 
12,8 
10,3 
Múltiplos 6 15,4 
Tamanho  
≤ 200 mm2 17 43,5 
≥ 200 mm2 22 56,5 
Classificação Clínica  
Homogênea  27 69,2 
Não homogênea 12 30,8 
Classificação Histológica  
Alto Risco 10 25,6 
Baixo Risco 29 74,4 
Transformação Maligna  
SIM 6 15,4 
NÃO 33 84,6 
Estado Atual  
Vivo sem doença 19 48,7 
Vivo com doença 18 46,2 
Obito 2* 5,1 
* Casos que evoluíram para carcinoma de células escamosas.
46  Tabela 6 - Características clinicopatológicas dos sete pacientes portadores de LB com mais de uma biópsia ao longo do acompanhamento. Caso Gênero Idade Localização Tamanho (cm) Status de tabagismo Etilista Gradação Histológica Transformação Inicial Final Diagnóstico Acompanhamento 1° biópsia 2° biópsia 3° biópsia 1 Masculino 38 Mucosa de bochecha 8  8  Sim Sim Não LBR LBR - Não 2 Masculino 53 Assoalho bucal 4  4  Sim Sim Não LBR LBR - Não 3 Masculino 62 Mucosa de bochecha 3  3  Sim Não Sim LAR LBR - Não 4 Masculino 43 Mucosa de bochecha retrocomissural 2  8   Sim Sim Sim LBR LAR - Sim 5 Masculino 47 Palato duro 5  2 Sim Não Sim LAR LBR LBR Não 6 Masculino 56 Mucosa de bochecha retrocomissural 3  6  Sim Sim Sim LBR LBR LAR Sim 7 Feminino 60 Mucosa de bochecha retrocomissural 3  01  Sim Não Não LAR LBR - Não LBR: Leucoplasia de baixo risco, LAR: Leucoplasia de alto risco; 1. O valor 0 foi dado ás lesões que desapareceram ao longo do tratamento.   Tabela 7 - Características clinicopatológicas dos seis pacientes portadores de LB que sofreram transformação maligna ao longo do acompanhamento. Caso Gênero Idade Localização Tamanho (cm) Tabagismo Etilista Gradação Histológica Follow-up  Estado atual Diagnóstico Acompanhamento  1°biópsia 2°biópsia 3°biópsia 1 Maculino 43 Mucosa jugal bilateral 6  Sim Sim Não LAR -  - 96 meses VSD 2 Feminino 93 Palato duro, mole e orofaringe a direita 8  Sim Sim Não LAR -  - 6 meses Óbito 3 Feminino 45 Mucosa jugla Direita 3  Sim Sim Sim LAR -  - 48 meses VSD 4 Masculino 56 Retrocomissura direita 5  Sim Sim Sim LBR LAR  - 48 meses VSD 5 Masculino 57 Dorso de lingua 5  Sim Sim Sim LAR - - 72 meses Óbito 6 Masculino 58 Borda de lingua esquerda 4  Sim Sim Sim LBR LBR LAR 56 meses VSD LBR: Leucoplasia de baixo risco, LAR: Leucoplasia de alto risco; 1. Follow-up até o momento da transformação maligna; VSD: vivo sem doença.    
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4.2 Expressão gênica  
 
4.2.1 Análise geral da expressão gênica nas Leucoplasias e grupo controle 
 
Os dados referentes à avaliação quantitativa (expressão relativa) dos genes 
CNNTB1, GSK3β, APC, c-MYC, CCND1 e CDH1 entre o grupo controle (MN) e o grupo 
de pacientes com LB podem ser observados na Figura 4. No geral, a expressão relativa de 
todos os genes, dadas por suas medianas, foi maior no grupo MN do que no grupo LB. 
Uma diferença estatisticamente significante entre os grupos foi encontrada para CNNTB1 
(p=0,0037); GSK3β (p=0,0020); APC (p=0,0078); c-MYC (p=0,0006); CCND1 
(p=0,041). 
 
   
       
48      Figura 4 – Expressão relativa dos genes CNNTB1, GSK3β, APC, c-MYC, CCND1 e CDH1 nos grupos MN e LB. Em todas as avaliações por alvo foi utilizado o teste U Mann-Whitney. Dados expressos como mediana e intervalo.  4.2.2 Expressão gênica entre os grupos LAR, LBR e grupo controle MN.   A análise comparativa da expressão relativa entre os grupos MN, LAR E LBR estão expressos na Figura 5. A expressão dos genes foi variável entre os grupos, no entanto, em todos os genes avaliados a expressão se mostrou maior no grupo controle (MN) que nos demais grupos avaliados, exceto na expressão de CCND1. Outro ponto a ser destacado é o fato de que a expressão de c-MYC apresentou mediana de 0,64 para o grupo MN, logo, importante diferença estatística para o grupo LBR com expressão relativa mediana de 0,18 (p 0,001). Também foi possível notar diferença estatisticamente significante na expressão de CNNTB1, GSK3β, APC e CCND1 entre os grupos MN e LBR. As medianas de expressão encontradas para CNNTB1(0,67), GSK3β (0,98), APC (1,02) e CCND1 (0,39) no grupo MN foram estatisticamente maiores que as encontradas para o grupo LBR (CNNTB1/0,26; GSK3β/0,32; APC/0,24 e CCND1/0,25). Não ficou evidente diferença estatística na expressão dos genes avaliados neste estudo entre os grupos LAR e LBR. Apenas na comparação da expressão relativa de GSK3β nota-se diferença estatisticamente significante (p=0,0123) entre o grupo MN, de maior expressão (0,98) e LAR com expressão menor (0,24). O grupo LAR apresentou maior expressão de CCND1 (0,49) quando comparado com o grupo MN (0,39) e LBR (0,25), no entanto sem significância estatística. 
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Figura 5 – Expressão relativa dos genes CNNTB1, GSK3β, APC, c-MYC, CCND1 e 
CDH1 nos grupos MN, LAR e LBR. Em todas as avaliações foi usado o teste de Kruskal-
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Wallis. Dados expressos como mediana ± intervalo. Diferenças significativas estão 
realçadas em asteriscos (*p<0,05; *** p<0,001). 
 
4.3 Análise imuno-histoquímica  
 
4.3.1 Análise geral da expressão das proteínas nas LB e grupo controle 
No total, foram analisadas 41 lesões de LB, tendo em vista que dois dos 39 
pacientes apresentaram duas lesões em localizações diversas. 
 No geral, a expressão imuno-histoquímica de todas as proteínas investigadas 
(Wnt-1, E-caderina, β-catenina, GSK3β, APC, c-Myc e Ciclina D1) foi observada na 
membrana e/ou citoplasma e/ou núcleo, de maneira combinada ou isolada para os casos 
do grupo em estudo e controle. Quanto à intensidade de marcação, ela variou de negativo 
a forte para todas as proteínas estudadas, especialmente no grupo experimental.  
Para as proteínas E-caderina e -catenina, foi possível perceber uma expressão em 
membrana com variações de combinação com citoplasma e/ou núcleo. 
 As Figuras 6 e 7 mostram os aspectos de expressão nos controles e LB, 
respectivamente, referenciais para cada proteína estudada. Na Figura 8, estão os gráficos 
relativos à expressão imuno-histoquímica geral das proteínas estudadas nas LB, de forma 
comparativa ao grupo controle.  
Para o grupo controle, a proteína Wnt-1, apresentou expressão em todos os casos, 
predominantemente membranar e citoplasmática, sendo que todas as camadas do epitélio 
foram marcadas. Entretanto, a camada basal e parabasal apresentaram maior intensidade 
de marcação. A MQ para esta proteína entre os casos controle foi de 5,96. Para os casos 
de LB, a expressão de Wnt-1 foi qualitativamente semelhante à encontrada para o grupo 
controle, no entanto, em dois casos não foi encontrado a expressão desta proteína e no 
restante a expressão (MQ= 2,0) foi menor que a encontrada para o grupo controle. 
Para β-catenina, foram observadas variações na sua expressão: de modo geral 
todas as amostras exibiram expressão membranar de intensidade variada com MQ de 4,23 
para os controles e de 2,33 para a LB. Em 15 casos foi possível notar expressão 
citoplasmática e em sete casos a expressão nuclear desta proteína, quase sempre restritos 
a camada basal e parabasal do epitélio. Também ficou evidente uma maior intensidade de 
expressão nas camadas mais inferiores do epitélio (basal e parabasal) tanto para os 
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controles quanto para LB. Em quatro controles e em duas LB não houve expressão de β-
catenina. 
Um padrão de expressão exclusivamente citoplasmático foi encontrado para 
GSK3β em todos os casos exceto um controle. A expressão foi mais intensa para as LB 
que para os casos controles, embora a porcentagem de células marcadas seja semelhante. 
Para esta proteína, a MQ foi de 5,15 para MN e 8,0 para LB. 
 APC apresentou expressão negativa em 10 casos controle e em oito casos de LB. 
Quando presente, a expressão era exclusivamente citoplasmática, distribuídas de maneira 
equivalente entre as camadas do epitélio e de intensidade moderada na maior parte dos 
casos. Foi encontrado MQ de 0 para o grupo MN e 2,0 para o grupo LB. 
Um padrão peculiar de exclusividade nuclear e restrito à camada basal e parabasal 
do epitélio foi marcante na expressão de Ciclina D1. De modo geral a expressão 
apresentou intensidade fraca e porcentagem mediana de células marcadas para a maioria 
das amostras (40 a 60% de células marcadas). Não foi evidenciada expressão de 
CiclinaD1 em cinco casos controle e em 11 casos de LB. A MQ encontrada para esta 
proteína no grupo MN e LB foi de 3,0 e 0,66 respectivamente. 
A proteína c-Myc apresentou expressão negativa em seis casos controle e em 18 
caos de LB. A expressão foi predominantemente citoplasmática, de intensidade forte, 
distribuída por todas as camadas do epitélio com MQ de 1,71 para o grupo MN e de 0,33 
para o grupo LB. Em 19 casos de LB foi possível notar a expressão nuclear de c-Myc de 
intensidade baixa e pequena proporção de células marcadas (0 a 20%). 
Para E-caderina, foi observada expressão em todos os casos exclusivamente no 
compartimento membranar e com maior intensidade nas camadas inferiores do epitélio 
(basal e parabasal). Foram encontrados valores de MQ para os controles de 6,0 e para as 
LBs de 9,0.   
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58   Figura 8– Expressão imuno-histoquímica de cada uma das proteínas avaliadas em relação aos grupos controle (MN) e o grupo de LB. Para todos os anticorpos estudados, empregou-se o teste não paramétrico não pareado bicaudal U Mann Whitney. Dados expressos como mediana e intervalo para todas as proteínas. Diferenças significativas estão realçadas em asteriscos (** p<0,01; *** p<0,0001).  4.3.2 Expressão das proteínas em relação às variáveis clinico-patológicas gerais. Os parâmetros clinicopatológicos avaliados foram: gênero, idade, tabagismo, etilismo, localização, tamanho, gradação de displasia epitelial em alto e baixo risco e transformação maligna. Como pode ser observado na Tabela 8, foram encontradas diferenças estatisticamente significantes para as variáveis “localização da lesão” na proteína GSK3β, uma vez que as lesões que acometeram a língua apresentaram maior expressão que as lesões localizadas em gengiva (p=0,047) e para a variável “tamanho da lesão”, onde pode se notar uma maior expressão de Wnt-1 entre os casos menores que 200 mm2 que nos casos maiores (p=0,0024).  Para a variável “classificação clínica”, pode ser observada diferença importante na expressão de ß-catenina, GSK3 ß; Wnt-1 e c-Myc entre o grupo de leucoplasia homogênea e leucoplasia não homogênea. Em todas as três proteínas foram encontradas uma expressão maior na forma homogênea que na forma não homogênea da doença com p=0,032; p=0,013; p<0,0001; p=0,0012 respectivamente.  No geral, a MQ das proteínas foi maior no grupo MN em comparação aos grupos LAR e LBR, exceto para a proteína GSK3β, APC e E-caderina, cuja MQ foi maior no 
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grupo LBR que nos demais. Numa análise mais detalhada, a diferença na MQ entre o 
grupo controle (MN) e LBR foi estatisticamente significante para as proteínas, APC e E-
caderina, esta ultima também apresentou diferença entre os grupos MN e LAR (Figura 9). 
Em nenhuma das proteínas avaliadas foi encontrado diferença estatística nas MQ entre os 
grupos LBR e LAR.  
No que diz respeito aos achados qualitativos da avaliação imuno-histoquímica nos 
grupos LAR e LBR, não houve diferença aparente entre o compartimento, intensidade e 
camadas do epitélio marcadas na expressão das proteínas avaliadas.  
 
 
 
 
60  Tabela 8 - Expressão das proteínas e a associação com as variáveis sócias demográficas e clinico-patológicas das 41 amostras de LB.  Variáveis N°1 Proteínas     Β-catenina P GSK3β P Wnt-1 P APC P Ciclina D1 P c-Myc P E-caderina P     MQ(I)2   MQ(I)   MQ(I)   MQ(I)   MQ(I)   MQ(I)   MQ(I)   Controles 16 4,2 (0-10)  - 5,1 (0-8)  - 5,9 (0-11,5)  - 0 (0-5,9)  - 3 (0-4,5)  - 1,7 (0-5,6)  - 6 (2-11)  - Sexo                               Masculino 23 6 (0-12) NS 8 (1-12) NS 6 (0-12) NS 2 (0-9) NS 2 (0-6) NS 1 (0-6) NS 9 (4-12) NS Feminino 18 8 (0-12) 8 (1-12) 6 (2-12) 3 (0-12) 1 (0-4) 1 (0-9) 9 (4-12) Idade                               < 60 26 8 (0-12) NS 8 (1-12) NS 4 (0-12) NS 2 (0-9) NS 2 (0-6) NS 1 (0-6) NS 9 (4-12) NS ≥ 60 15 6 (2-12) 7 (1-12) 6 (2-12) 2 (0-12) 1 (0-3) 1 (0-9) 9 (4-12) Tabagismo                               Sim 32 8 (0-12) NS 8 (1-12) NS 6 (0-12) NS 2 (0-12) NS 2 (0-6) NS 1 (0-9) NS 9 (4-12) NS Não 9 6 (3-9) 8 (1-12) 4 (0-12) 3 (1-6) 0 (0-4) 0 (0-4) 9 (4-12) Etilismo                               Sim 13 6 (2-12) NS 7 (1-12) NS 6 (0-12) NS 2 (0-9) NS 2 (0-6) NS 1 (0-9) NS 9 (6-12) NS Não 28 8 (0-12) 8 (1-12) 6 (0-12) 2 (0-12) 1 (0-4) 1 (0-9) 8 (4-12) Localização                               Palato 7 9 (2-12) NS 8 (2-12) 0,047 6 (2-12) NS 4 (0-12) NS 2 (0-3) NS 1 (0-9) NS 9 (4-12) NS Gengiva 5 12 (3-12) 8 (4-12)* 9 (4-12) 2 (0-3) 1 (0-2) 2 (0-9) 9 (4-12) Língua 5 4 (2-6) 2 (1-4)* 4 (4-6) 1 (0-4) 2 (0-2) 0 (0-1) 9 (4-9) Soalho Bucal 4 8,5 (0-9) 8 (3-9) 4 (4-9) 1,5 (0-2) 0,5 (0-6) 1 (0-4) 10,5 (6-12) Mucosa de bochecha 15 6 (0-12) 7 (1-12) 6 (0-12) 3 (0-9) 2 (0-4) 1 (0-6) 8 (6-12) Múltiplos 5 7,5 (3-12) 6 (1-9) 3 (0-12) 2 (0-9) 0,5 (0-6) 0 (0-4) 8,5 (4-12)    
61  Tamanho                               ≤ 2 cm 18 8 (0-12) NS 8 (1-12) NS 8 (0-12) 0,0024 2 (0-9) NS 2 (0-4) NS 1 (0-9) NS 9 (4-12) NS > 2 cm 23 6 (0-12) 4 (1-12) 4 (0-12) 2 (0-12) 1 (0-6) 1 (0-9) 9 (4-12) Classificação Clínica                               Homogênea 29 8 (0-12) 0,032 8 (1-12) 0,013 6 (0-12) <0,0001 2 (0-12) NS 2 (0-6) NS 1 (0-9) 0,0012 9 (4-12) NS Não homogênea 12 6 (2-12) 4 (1-9) 3 (0-8) 2 (0-9) 0 (0-4) 0 (0-4) 9 (4-12) Transformação Maligna                               Sim 6 6 (2-12) NS 3 (1-12) NS 4 (0-12) NS 2 (0-12) NS 2 (0-3) NS 1 (0-9) NS 9 (6-12) NS Não 35 8 (0-12) 8 (1-12) 6 (0-12) 2 (0-9) 1 (0-6) 1 (0-9) 9 (4-12) 1: N- número de pacientes com informações coletadas; 2: MQ(I) = mediana quickscore (Intervalo); 3: NS – não significativo. Em todas as avaliações foi utilizado o teste estatístico não paramétrico não pareado teste de Kruskal-Wallis.                 
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63   Figura 9 - Expressão imuno-histoquímica das proteínas em relação aos grupos controle, LBR e LAR. Em todas as avaliações utilizou o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunn. Os dados são apresentados na forma de medianas e intervalo. Diferenças significativas estão realçadas em asteriscos (* p<0,05, ** p<0,01 ).  Na avaliação da expressão proteica dos sete pacientes com mais de uma biópsia ao longo do acompanhamento não ficou evidente diferença significante entre a amostra colhida no momento do diagnóstico e a amostra colhida em um segundo momento, durante o acompanhamento do paciente em nenhuma das proteínas avaliadas (Tabela 9).  Tabela 9 – Comparativo da expressão proteica entre a primeira e segunda biópsia realizada em sete pacientes ao longo do acompanhamento clínico.  Variável  Proteína Wnt-1 Β-catenina GSK3β APC c-Myc CiclinaD1 E-caderina MQ(I)1 MQ(I) MQ(I) MQ(I) MQ(I) MQ(I) MQ(I) 1° biópsia 6 (0-12) 8 (0-12) 8 (3-12) 2 (0-9) 1 (0-6) 2 (0-3) 9 (6-12) 2° biópsia 6 (0-9) 8 (4-12) 6 (2-9) 2 (0-3) 1 (0-4) 0 (0-2) 9(6-12) Valor de p p=0,2636 p=0,7678 p=0,2589 p=0,2763 p=0,8427 p=0,1288 p=0,7611 *As informações constantes da Tabela são pertinentes ao momento da última biopsia: segunda biopsia para os pacientes que tiveram duas biopsias (Casos 1,2,3,4 e 7), e a terceira para aqueles que tiveram três biopsias (Casos 5 e 6)1: MQ(I) = mediana quickscore (Intervalo); Em todas as avaliações foi utilizado o teste estatístico não paramétrico não pareado bicaudal U Mann Whitney, com post-teste de Dunn. 
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4.4 Correlação geral entre expressão imuno-histoquímica e expressão gênica. 
Em virtude da distribuição não normal da amostra estudada, foi utilizado teste de 
Spearmam para avaliação da possível correlação entre as expressões. A Figura 10 
mostra as análises de correlação entre a expressão gênica (qPCR) e expressão proteica 
(imuno-histoquímica) para os 30 casos avaliados. Como mostrado, uma correlação 
estatisticamente significante entre as expressões gênica e proteica foi constatada apenas 
na avaliação de APC (p=0,0295). Para os demais casos avaliados, nenhuma correlação 
estatisticamente significante foi encontrada. 
 
        
65        Figura 10 – Análise de correlação entre expressão gênica (qPCR) e expressão proteica (imuno-histoquímica) para todos os genes avaliados.                           
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5. DISCUSSÃO 
 
  Por ser uma doença fortemente associada a fatores causais como o 
tabagismo e etilismo, existe uma grande variação na incidência encontrada, bem como 
no padrão de manifestação de cada lesão, uma vez que cada grupo populacional 
apresenta diferentes formas de consumo do tabaco, álcool e outros fatores 
predisponentes ou indutores análogos (Schepman et al., 1998; Holmstrup et al., 2006; 
Lee et al., 2006; Petti & Scully., 2006; Ariyawardana et al., 2007; Lapthanasupkul et al., 
2007; Warnakulasuriya et al., 2011; Warnakulasuriya & Ariyawardana., 2016).  
É possível notar na amostra avaliada neste estudo uma discreta predileção pelo 
gênero masculino e pico de incidência na quinta década de vida. Dados semelhantes são 
encontrados em estudos com grandes amostras populacionais (Lee et al., 2006; Petti & 
Scully., 2006; Ariyawardana et al., 2007; Lapthanasupkul et al., 2007; Ho et al., 2012). 
Entretanto, outros trabalhos relatam maior incidência no publico feminino e apontam 
para o fato de que as lesões em mulheres apresentam um risco elevado de transformação 
maligna, sem, contudo, apresentar relevância prognóstica significativa (Schepman et ai, 
1998; Holmstrup et al., 2006; van der Wall., 2010; Warnakulasuriya & Ariyawardana., 
2016). Dados conflitantes foram relatados por Pindborg et al., (1968)  que apresentou 
taxas iguais de transformação maligna em homens e mulheres e Arduino et al., (2009) , 
que relataram maior taxa de transformação entre os homens. Apesar da preponderância 
do gênero masculino no presente estudo, não foi encontrada associação significante 
entre género e transformação maligna. 
Assim como neste estudo, vários outros trabalhos relatam uma predominância de 
pacientes usuários de tabaco, quer seja ele fumado ou mastigado (Schepman et ai, 1998; 
Holmstrup et al., 2006; Ariyawardana et al., 2007; Lapthanasupkul et al., 2007; Roosaar 
et al., 2007). Apesar de o consumo de tabaco e álcool ser fator de risco conhecido para o 
desenvolvimento de CCEB e LB, Lee e colaboradores relataram em 2006 que, quando 
comparado com os pacientes não tabagistas, os que fumavam e/ou mastigavam o 
tabaco/nós de betel eram menos propensos a sofrer transformação maligna de suas 
lesões de LB. Outros pesquisadores também demonstraram que as LBs relacionadas ao 
tabagismo parecem ter menos potencial maligno do que aquelas não associadas ao 
tabaco, também chamadas de leucoplasias idiopáticas (Silverman et al., 1984; van de 
Wall., 2010). As razões para esses resultados paradoxais não são claras. No entanto, a 
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explicação mais provável é que do ponto de vista da carcinogênese em estágios, fatores 
que afetam o surgimento da LB podem ser diferentes daqueles responsáveis pela alta 
taxa de transformação maligna dessas lesões. Kaur et al., (1994) descobriram que o 
aumento na expressão da proteína p53 foi frequente nas LB de indivíduos que eram 
grandes consumidores de tabaco e betel na Índia. Dentre os 39 pacientes avaliados neste 
estudo, quatro interromperam o consumo de tabaco e apresentaram regressão total da 
lesão. Evento semelhante foi encontrado na amostra avaliada por Roosaar et al., 2007. 
Evidências atuais sugerem que extensão clínica da lesão maior que 200 mm2 
representa risco elevado para transformação maligna como demonstrado no estudo de 
Holmstrup e colaboradores em 2006. Dado semelhante foi relatado por Napier e 
colaboradores em 2003 e por van der Wall em 2010. Neste trabalho, a maior parte das 
lesões apresentaram tamanhos iniciais >200 mm2, e foi encontrada relação significante 
entre o tamanho da lesão e transformação maligna (p = 0,0266; RR: 1,353). Ho et al., 
(2012) relataram que as lesões com mais de 200 mm2 apresentam uma chance de 
transformação maligna três vezes maior que as lesões com menos de 200 mm2. Todas as 
seis lesões que sofreram transformação maligna apresentaram tamanhos iniciais 
superiores a 200 mm2, sugerindo que o tamanho inicial da lesão realmente apresente 
uma significância no prognóstico das LBs.   
Embora existam evidências de alguns estudos de que o tipo clínico 
(Homogênea/Não homogênea) não influencia o prognóstico das LB (Chandran et al., 
2013; Brouns et al., 2014), uma série de outros trabalhos referem-se a lesões brancas 
com um componente vermelho ou verrucoso (não homogênea) como mostrando um 
risco mais elevado de transformação maligna em comparação as LBs homogêneas que 
parecem seguir um curso benigno (Silverman et al., 1984; Schepman et al, 1998; 
Holmstrup et al,  2006; Liu et al, 2010;  Ho et al., 2012; Warnakulasuriya S & 
Ariyawardana., 2016). Todos os pacientes que apresentaram remissão completa da lesão 
após interromper o tabagismo foram diagnosticados com LB do tipo homogênea ao 
passo que dentre os seis casos que sofreram transformação maligna, cinco 
apresentavam-se como tipo não homogêneo de lesão. Esta é uma característica 
importante a se considerar, tanto em termos de seleção do local de biopsia, como na 
proposição de tratamentos mais agressivos para as LBs não homogêneas. Caso a opção 
pelo acompanhamento destes pacientes sem intervenção cirúrgica curadora seja tomada, 
intervalos mais curtos entre as consultas são recomendados. No entanto a biópsia 
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continua sendo o mais importante procedimento no rastreamento e acompanhamento 
das displasias epiteliais (Van der Wall et al., 2009).  
O sítio de acometimento predominante na presente amostra foi à mucosa de 
bochecha, tal como relatado pelo trabalho de Warnakulasuriya e Ariyawardana (2016) e 
Lapthanasupkul et al. (2007). É importante destacar que nosso achado, embora 
vinculado a uma amostra reduzida de casos, vai ao encontro daqueles encontrado por 
Bánóczy & Sugár (1972), estudando uma coorte de 520 pacientes acompanhados por 25 
anos na Hungria. Este estudo é considerado um dos pilares na formulação dos conceitos 
clinicopatológicos da leucoplasia que hoje vigoram. Língua e assoalho da boca foram 
relatados como os locais mais comuns na população europeia e africana (Schepman et 
al., 1998; Chandran et al., 2013), o que pode ser explicado devido às diferenças 
geográficas e étnicas entre as populações estudadas. Alguns trabalhos também discutem 
a influencia que a localização topográfica da lesão tem em seu prognóstico, e relatam 
que os casos onde o soalho bucal é acometido, apresentam maiores índices de 
transformação maligna que as demais topografias (van der Waal  et al., 1997; Roosaar et 
al., 2007; Liu et al., 2011). Esses fatores não foram relacionados com maiores taxas de 
transformação maligna da LB em nossa série, uma vez que 50% das lesões que sofreram 
transformação maligna estava localizadas em mucosa de bochecha. Contudo, deve ser 
salientado que a amostra avaliada por este estudo foi de conveniência e que inúmeros 
outros casos com localizações variadas foram excluídas como explicitado no tópico 
materiais e método. 
A presença de displasia epitelial é geralmente aceita como um dos mais 
importantes e aceitos preditores de transformação maligna. Esta informação foi 
originalmente baseada em estudos de acompanhamento clínicos de lesões cervicais em 
útero (Richart & Barron, 1969), e mais tarde, em evidencias de que as LBs com 
displasia epitelial desenvolvem o CCEB mais frequentemente do que aqueles sem 
displasia (Banoczy & Siba, 1976; Silverman et al., 1984; Holmstrup et al., 2006; 
Ariyawardana et al., 2007; Lapthanasupkul et al., 2007). Além disso, displasia epitelial 
é comumente vista no epitélio adjacente aos CCEC (Katz et al., 1985). Logo, o grande 
desafio para o profissional é prever quais as lesões acabarão por evoluir para CCEB.  
Para alguns autores, a praticidade e aplicabilidade da gradação de displasia 
epitelial são questionáveis (van der Waal  et al., 1997; Roosaar et al., 2007; Liu et al., 
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2011). Embora a LB com displasia epitelial moderada ou grave apresente uma maior 
disposição para a transformação maligna (Schepman et al., 1998; Liu et al., 2011; Ho et 
al., 2012), muitos dos casos de CCEB se originam a partir de LB sem evidencia de 
displasia epitelial (van der Waal., 2009; Holmstrup et al.,  2006 ). Kujan et al. (2006) 
discutem as limitações encontradas na identificação de grupos objetivamente diferentes 
quanto ao grau de displasia, em especial na caracterização do que seria grau 
intermediário. Esta falta de objetividade na delimitação, acaba por gerar um olhar mais 
crítico na avaliação do significado desta gradação na previsão da transformação maligna 
das LB. Neste sentido, os autores sugerem outra abordagem. Como mencionado 
anteriormente no capítulo da “Introdução”, Kujan et al. (2006) identificaram parâmetros 
de alto e baixo risco de transformação, associando a eles determinadas características de 
arquitetura tecidual e de atipias. Baseados nestes dados, os autores identificaram dois 
grupos, um de baixo risco e outro de alto risco de transformação maligna, definindo os 
critérios de displasia para encaixar os casos. Desta forma, entendemos que haveria um 
espaço importante para testar esta proposta que, por princípio, poderia mitigar alguns 
inconvenientes associados ao clássico sistema de gradação ainda recomendado pela 
OMS (Barnes et al, 2005).  
Assim, adotamos, neste trabalho, o sistema de gradação binária proposto por 
Kujan et al., em 2006, baseada nos critérios da OMS para diagnóstico das displasias 
epiteliais. Dos seis casos que sofreram transformação maligna, quatro apresentavam 
índices acentuados de displasia epitelial e, portanto foram classificados como sendo de 
alto risco de transformação (LAR). A grande maioria das lesões classificadas em LAR 
se localizava em mucosa de bochecha, contradizendo o que foi relatado por van der 
Wall et al., em 1997. 
As taxas de transformação maligna são extremamente variáveis entre as diversas 
populações avaliadas por estudos epidemiológicos. Isso pode ser explicado pela grande 
variedade genética entre os povos e pelas variadas formas de contato com os fatores 
etiológicos. Os índices de transformação maligna podem variar de 1% e 36,4% segundo 
alguns estudos. (Silverman et al., 1984; Schepman et al., 1998; Neville & Day, 2002; van 
der Waal, 2009; Liu et al., 2011; Warnakulasuriya & Ariyawardana., 2016). No presente 
estudo, 15,4% dos pacientes reavaliados sofreram transformação maligna das lesões de LB, 
taxa considerada dentro dos padrões descritos pela literatura. Outra explicação possível para 
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a grande variedade de índices de transformação maligna é a variação nos critérios de 
diagnóstico utilizados para definição da leucoplasia bucal. 
 Assim como nesse estudo, Roosaar et al., (2007) encontraram que o tabagismo está 
presente em mais de 80% dos pacientes que apresentam transformação maligna das lesões 
leucoplásicas, Entretanto os estudos de Einhorn & Wersall (1967) e de Schepman et al 
(1998) relataram que a prevalência de transformação para CCEB entre os casos de LB foi 
consideravelmente menor entre os usuários do tabaco do que os outros. A média de tempo 
para a transformação maligna foi de 52 meses na presente amostra, valores semelhantes aos 
encontrados por Saito et al. (2001), Holmstrup et al. (2006) e Liu et al. (2010) e que 
contradizem o trabalho de Silverman et al. (1984) que relatou maiores índices de 
transformação maligna nos dois primeiros anos de acompanhamento e um risco diminuído 
depois disso. Vários estudos tentaram encontrar associação entre as variáveis clínicas e 
histológicas das leucoplasia com o fenômeno de transformação maligna. Dentre eles, 
tamanho da lesão, aspecto clínico (Homogêneo/Não homogêneo) e gradação de displasia 
epitelial são apontados como os mais fortes preditores de transformação maligna (Silverman 
et al., 1984; Schepman et al., 1998; Neville & Day, 2002; van der Waal, 2009; Liu et al., 
2011; Warnakulasuriya & Ariyawardana., 2016). Neste estudo foi possível observar que 
apenas o tamanho (>200mm2) foi associado significativamente à transformação maligna 
(p = 0,0266; RR: 1,353). 
Em relação à expressão gênica geral, houve uma maior expressão relativa dos 
genes no grupo controle do que no grupo LB, com uma diferença estatisticamente 
significante para todos os genes avaliados, exceto o gene da E-caderina (CDH1). Uma 
série de outros estudos também tem mostrado uma perda de expressão dos genes 
supressores de tumor E-caderina (CDH1) e β-catenina (CCNTB1) à medida que o grau 
de displasia aumenta e sugerem que este, possa ser um evento precoce na tumorigênese 
oral (Alvarado et al., 2011; Chaw et al., 2012; Kaur et al., 2013). Quando estratificamos 
o grupo LB em LAR e LBR, não fica evidente diferença estatística entre eles para a 
expressão de CDH1, assim como encontrado no estudo de Kyrodimou et al. em 2014. 
Priyadarsini et al.(2012) entretanto, em seu estudo com a indução de câncer em modelo 
animal, relataram uma maior expressão de WNT-1, APC e CCNTB1 a medida que o 
grau de displasia epitelial aumenta. Em nosso estudo, apenas o aumento da expressão 
gênica de APC, c-MYC e CCND1 foram encontradas no grupo LAR quando comparado 
ao grupo LBR, porém sem significância estatística. 
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Tsuchiya et al. (2004), de maneira oposta ao nosso estudo, encontraram uma 
maior expressão de CNNTB1 e APC em amostras de Leucoplasia que na mucosa 
considerada normal, porém sem significância estatística. O mesmo estudo também 
encontrou maior expressão de CNNTB1 em CCEB bem diferenciado que na leucoplasia 
bucal e na mucosa normal, neste caso com significância estatística. Deste modo, é 
amplamente divulgado em estudos com neoplasias epiteliais que ao induzir a 
degradação de β-catenina (CNNTB1) pela sua ligação com a APC, a via de sinalização 
Wnt é regulada negativamente. Uma vez que a atividade indutora de degradação de β-
catenina foi perdida numa possível mutação ou perda de expressão do gene supressor de 
tumor APC nas neoplasias epiteliais, ocorre um acumulo da proteína β-catenina no 
citoplasma celular. Com isto torna-se claro que a transcrição de genes chave na 
proliferação celular tais como c-MYC e CCND1 foram ativadas pelo movimento de β-
catenina para o núcleo celular (Largey et al., 1994; Uzawa et al., 1994; Kok et al., 
2002). Embora no presente estudo tenha sido encontrada menor expressão de APC no 
grupo de LB que nas mucosas normais, a expressão de c-MYC e CCND1 também foram 
maiores para o grupo de mucosa normal que nas LBs não quando deveriam ser. 
O gene GSK3β também apresenta papel fundamental na via, através da proteína 
GSK3β que atua na degradação de β-catenina e previne seu acumulo no citoplasma 
celular (Mendonça et al., 2012). Neste trabalho foi encontrada uma expressão gênica 
maior de GSK3β nas mucosas normais que no grupo LB. Em desacordo, Andrade Filho 
et al. em 2011, evidenciaram maior expressão de GSK3β em casos de CCEB que nas 
LBs. Por se tratar de um gene supressor de tumor, espera-se que sua expressão esteja 
possivelmente diminuída nos casos de LB, principalmente naquelas com alto risco de 
transformação. Quando separadas em LAR e LBR, as lesões leucoplásicas não 
apresentaram diferenças entre si, apenas quando comparadas com a mucosa normal 
apresentaram uma diferença estatisticamente significante (p<0,05). 
  O proto-oncogene CCND1, é um importante regulador da progressão de fase G1 
para da fase S em muitos tipos de células diferentes (Mishra et al., 2015). Juntamente 
com os seus parceiros de ligação ciclina quinase dependente 4 e 6 (CDK4 e CDK6), a 
CiclinaD1 forma complexos ativos que promovem a progressão do ciclo celular. A 
Ciclina D1 é importante para o desenvolvimento e progressão de vários tipos de câncer, 
incluindo o CCEB que ocorre pela transformação da mucosa bucal displásica (Mishra et 
al., 2009; Mishra et al., 2015). Em linhas gerais, a expressão de CCND1 esta aumentada 
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para as displasias e CCEB (Mishra et al., 2009; Saawarn et al., 2012; Mishra et al., 
2015). No presente estudo, quando fazemos uma comparação geral da expressão de 
CCND1 entre os grupos MN e LB, fica evidente uma maior expressão nos tecidos 
normais. No entanto, quando realizamos a comparação entre MN, LAR e LBR, fica 
claro uma maior expressão de CCND1 na LAR, sugerindo que um aumento na 
expressão deste gene pode estar envolvido com a progressão das leucoplasias bucais 
para o CCEB.  
O gene c-MYC também têm sido apontado como possível proto-oncogêne e um 
aumento de sua expressão tem sido observada frequentemente em lesões potencialmente 
malignas e em CCEB (Saawarn et al., 2012). De maneira contrária, este estudo 
encontrou uma expressão de c-MYC muito maior entre as mucosas normais que entre os 
casos de LB, com p<0,001. 
No que tange à expressão proteica, Wnt1, β-catenina, c-Myc e CiclinaD1 
seguiram em linhas gerais, aquilo que foi descrito para a expressão gênica dos mesmos 
alvos. Foi encontrada maior expressão para o grupo MN que para o grupo LB, sendo 
que para Wnt1 e CiclinaD1 foi encontrada diferença estatisticamente significante 
(p<0,01). Para a proteína GSK3β, APC e E-caderina ficou evidente uma maior 
expressão no grupo LB que no grupo MN com diferenças estatisticamente significantes 
para as duas ultima proteínas.  
Em alguns estudos, a expressão imuno-histoquímica de β-catenina foi observada 
em displasias, de maneira semelhante ao epitélio normal. No entanto, uma redução na 
sua expressão tem sido encontrada nos casos onde a displasia epitelial apresenta maior 
gravidade (Williams et al., 1998; Lo Muzio et al., 2009; Kaur et al., 2013; Freitas Silva 
et al., 2014; Kyrodimou et al., 2014). De maneira semelhante, o presente trabalho 
também encontrou uma diminuição na expressão de β-catenina a medida que os níveis 
de displasia foram aumentando, sendo que a expressão em LAR foi menor que em LBR 
que por sua vez foi menor que nas mucosas normais. De maneira contrária ao que foi 
relatado neste e nos outros estudos, Bankfalvi et al. (2012) relataram que em poucos 
casos de sua amostra foi encontrada diminuição da expressão de β-catenina e Fujii et al. 
(2011) encontraram um padrão crescente de expressão deste a mucosa bucal normal, 
passando pela displásica até o carcinoma invasivo. 
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O mesmo é encontrado para a proteína E-caderina, que juntamente com β-
catenina modulam o processo de adesão intercelular. Vários trabalhos também tem 
encontrado diminuição na expressão desta proteína em amostras de LB e CCEB (Chaw 
et al., 2012; Kaur et al., 2013; Freitas Silva et al., 2014; Kyrodimou et al., 2014; von 
Zeidler et al., 2014). A queda na expressão de E-caderina sinaliza para fenômenos de 
perda de adesão celular como evento precoce na progressão de lesões cancerizáveis para 
CCEB. Estes achados, tem sugerido que a ruptura do complexo E-caderina/-catenina 
constitui-se em evento tardio no processo de carcinogênese bucal (Willians et al., 1998). 
Em discordância com as informações descritas acima, este estudo evidenciou maior 
expressão de E-caderina entre as LB que no grupo MN (p<0,001). Quando 
estratificamos a avaliação em LAR e LBR, nota-se menor expressão no grupo LAR, 
sugerindo um pior prognóstico para esse grupo de lesões. 
 Há ainda, uma série de estudos que relatam uma mudança na expressão de β-
catenina e E-caderina do compartimento membranar para o citoplasma e núcleo, à 
medida que o grau de displasia se acentua (Ishida et al., 2007; Lo Muzio et al., 2009; 
Chaw et al., 2012; von Zeidler et al., 2014). Este fenômeno estaria diretamente 
envolvido com a perda de adesão celular e transcrição de genes como c-MYC e CCND1. 
Em nossa avaliação, não foi possível notar alterações qualitativas no padrão de 
expressão de  β-catenina e E-caderina entre as LBR e LAR. Assim como Lo Muzio et 
al. (2009) não foi encontrada diferença de expressão para estas proteínas quanto 
comparadas suas expressões para os casos que transformaram e que não transformaram 
em CCEB.  
Entre os componentes da via de sinalização Wnt, a proteína APC tem um papel 
surpreendente. Esta proteína funciona como um supressor de tumor e pode modular um 
grande número de funções, tais como a adesão celular, a transdução de sinal, e de 
ativação da transcrição de genes (Lo Muzio, 2001; Chaw et al., 2012; Sayans et al., 
2012). Quando a via de sinalização Wnt não está ativada ou na ausência de uma 
mutação no gene de APC, a proteína APC juntamente com Axina, GSK3β e muitas 
outras proteínas formam uma estrutura onde a β-catenina é prontamente fosforilada e 
subsequentemente degradada através de complexo ubiquitina-proteossomo (Gao et al., 
2005).  Em contraste, quando o gene APC está mutado ou a via de sinalização Wnt é 
desregulada, o complexo citoplasmático é degradado evitando assim a fosforilação de β-
catenina e subsequente destruição. Como resultado, o acumulo de β-catenina, é 
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transportado para o núcleo, onde a ativação da transcrição de genes alvo, tais como c-
MYC e CCND1, é induzida, conduzindo a proliferação de células e inibindo a apoptose. 
Ao contrário do que é relatado por outros estudos (Lo Muzio, 2001; Chaw et al., 2012; 
Sayans et al., 2012), este trabalho encontrou uma expressão de APC maior na LBR que 
na LAR e MN, sugerindo que a diminuição da expressão desta proteína nem sempre é 
um evento marcante no processo de evolução das lesões leucoplasicas.  
De forma similar à proteína APC, a proteína quinase GSK3, também é 
responsável pela fosforilação de -catenina, podendo atuar como supressora tumoral e 
ter sua ação diminuída durante a transformação maligna em alguns tipos de câncer 
(Ramljak et al., 2000; Lo Muzio, 2001; Goto et al., 2002; Mishra et al., 2015). Goto e 
colaboradores (2002) avaliaram a expressão de GSK3 e ciclina D1 em 41 casos de CE 
de língua e encontram uma maior expressão de ciclina D1 em 66% dos casos e uma 
expressão reduzida de GSK3 em 39% deles. Ademais, a redução dos níveis de GSK3 
esteve correlacionada com o aumento da expressão de ciclina D1 e menor sobrevida dos 
pacientes (Goto et al., 2002). Quando comparamos a expressão proteica de GSK3 
entre LBR, LAR e MN fica evidente uma redução no grupo de LAR. Isso corrobora 
com os demais estudos (Ramljak et al., 2000; Lo Muzio, 2001; Goto et al., 2002; 
Mishra et al., 2015) e aponta para um comportamento mais agressivo das leucoplasias 
com displasia epitelial mais acentuada. 
A maioria dos estudos aponta para um aumento na expressão nuclear de c-Myc e 
CiclinaD1 em lesões displásicas da mucosa bucal e CCEB (Eversole & Sapp, 1993; 
Shintani et al., 1996; Nakahara et al., 2000; Lo Muzio, 2001; Turatti et al., 2005; Kövesi 
& Szende, 2006; - Papakosta et al., 2006., Santos-Garcia et al., 2006; Bascones-
Martinez et al., 2012; Ramakrishna et al., 2013). As duas proteínas estão intimamente 
ligadas ao processo de proliferação e diferenciação celular e o aumento de sua 
expressão e citado como um dos principais fatores de transformação maligna de lesões 
displásicas (Nakahara et al., 2000; Lo Muzio, 2001; Turatti et al., 2005; Kövesi & 
Szende, 2006). Curiosamente em nossa avaliação foi encontrada maior expressão de c-
Myc e CiclinaD1 nos tecidos normais que nas leucoplasias e quando estratificadas, a 
LBR apresentou expressão maior que a LAR, sugerindo que este evento não seja fator 
determinante na progressão das leucoplasias. 
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 Foi também avaliada uma possível relação entre a expressão das proteínas 
pertencentes à via, com as variáveis clinico-patológicas da amostra estudada. Foi 
encontrada diferença significante na expressão de GSK3β entre as lesões que se 
localizavam gengiva e as localizadas na língua. Há uma forte discussão sobre o papel da 
topografia na evolução das LBs. Alguns trabalhos relatam maior índice de 
transformação maligna em lesões localizadas em soalho bucal e língua (van der Waal  et 
al., 1997; Roosaar et al., 2007; Liu et al., 2011). Logo, neste mesmo raciocínio, a 
diminuição da expressão de GSK3β nas lesões localizadas na língua sugere um pior 
prognóstico em virtude de um possível acumulo de β-catenina que pode ocorrer. 
 Outro aspecto clínico que apresentou uma possível relação com a expressão 
proteica foi a classificação clínica da leucoplasia (Homogênea/ não Homogênea). Foram 
encontradas diferenças estatisticamente significantes na expressão de Wnt1, β-catenina, 
GSK3β e c-Myc entre as duas formas clínicas. Em todos os casos houve uma maior 
expressão no grupo das leucoplasias homogêneas. Uma série de trabalhos relata maiores 
taxas de transformação maligna para as lesões não homogênea (Silverman et al., 1984; 
Schepman et al, 1998; Holmstrup et al,  2006; Liu et al, 2010;  Ho et al., 2012; 
Warnakulasuriya S & Ariyawardana., 2016). Logo, levando em consideração que o 
aumento da expressão de Wnt1 e de c-Myc implicam em uma ativação maior da via, 
nossas evidencias não corroboram para um melhor prognóstico das lesões homogêneas 
e pior para as lesões não homogênea como tem sido descrito na literatura. Por outro 
lado, expressão maior de β-catenina na membrana celular e de GSK3β no citoplasma 
nos sugere lesões de melhor prognóstico. 
 Também não foi encontrada diferença significante na expressão das proteínas 
aqui avaliadas entre a primeira e a ultima biópsia realizada pelos sete pacientes com 
biópsias múltiplas. Entretanto, avaliando cada um dos casos separadamente, fica 
evidente menor expressão de CiclinaD1 e maior expressão membranar de E-caderina e 
β-catenina na ultima biópsia dos pacientes onde houve uma regressão do tamanho da 
lesão, bem como do grau de displasia epitelial após a interrupção do tabagismo. Isto 
sugere que mudanças nos padrões comportamentais dos pacientes podem ter impacto na 
evolução e prognóstico das leucoplasias bucais. 
 Uma possível correlação entre expressão gênica e proteica de β-catenina 
(CNNTB1), GSK3β, APC, E-caderina (CDH1), CiclinaD1  (CCND1) e c-Myc (c-MYC) 
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foi investigada. Fica evidente, de maneira estatisticamente significante, uma correlação 
inversa na expressão gênica e proteica de APC, uma vez que a medida que aumenta a 
expressão gênica, diminui a expressão proteica. Considerando que a expressão do RNA 
mensageiro não está diretamente associada à presença da proteína na célula, pois 
mecanismos traducionais e pós-traducionais podem interferir com a produção da 
proteína, é provável que isso tenha acontecido na presente amostra.  
Em resumo o presente trabalho mostrou evidências de que a via de sinalização 
WNT/β-catenina realmente esteja ativa no processo de evolução e transformação das 
leucoplasias bucais, corroborando com trabalhos anteriores que buscaram identificar de 
maneira isolada a ativação da via. Além disso, reforçou o papel das proteínas da via na 
carcinogênese bucal e seu possível papel prognóstico, especialmente no que diz respeito 
à predição de transformação maligna.  
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6 CONCLUSÂO 
 
1. Os achados sócio-demográficos e clinico-patológicos observados na presente amostra 
foram similares aos publicados previamente por outros estudos. Foi também encontrado 
um maior risco de transformação maligna para as lesões >200 mm2. 
 
2. A interrupção do tabagismo pode oferecer melhor prognóstico ao paciente, refletindo 
numa melhora clínica e histológica das LB. 
 
3. A redução da expressão gênica de CCNTB1, CDH1 e APC realmente parece ser um 
evento importante na progressão da displasia epitelial e transformação maligna de 
lesões leucoplásicas.  
 
4. O aumento da expressão gênica de CCND1 em LAR sugere maior potencial de 
proliferação celular e logo pior prognóstico para a doença.  
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ANEXO B 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  Você está sendo convidado (a) a participar da pesƋuisa ͞ESTUDO DA EXPRESSÃO GÊNICA E PROTEICA DA VIA DE SINALIZAÇÃO WNT/ ß-CATENINA EM AMOSTRAS DE LEUCOPLASIA ORAL E SUA RELAÇÃO COM FATORES PROGNÓSTICOS COM ÊNFASE NA TRANSFORMAÇÃO MALIGNA.͟, sob a ƌesponsabilidade dos pesƋuisadoƌes: Luiz Feƌnando Barbosa de Paulo e Prof. Dr. Adriano Mota Loyola. Nesta pesquisa nós tentaremos entender melhor a evolução de uma doença chamada leucoplasia, que é uma mancha branca que surge na boca e pode virar câncer.  Para isso, faremos um estudo dos pacientes que apareceram com estas manchas na boca entre os anos de 1997 e 2012 na Faculdade de Odontologia - UFU. Os responsáveis pelo estudo entregarão e explicarão a cada paciente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para decidirem se querem ou não participar do estudo. Os participantes responderão a perguntas sobre a doença e, após serem examinados, serão submetidos a retirada de um pequeno pedaço da mancha branca para estudo.  Caso você concorde em participar, esclarecemos que você não receberá pagamento em dinheiro ou qualquer outro tipo de vantagens por participar do projeto. Esclarecemos que os gastos com seu deslocamento (transporte coletivo, ônibus), caso necessário, serão pagos pelos responsáveis pelo estudo.  Esclarecemos que os procedimentos para remoção da mancha oferecem baixo risco à sua saúde, sendo semelhantes aos que existem em pequenas cirurgias, que incluem: pequenos sangramentos e infecção. Todos os procedimentos clínicos e cirúrgicos que serão realizados neste estudo estão dentro do que é recomendado para o diagnóstico e tratamento das manchas brancas. O benefício direto deste estudo para o paciente será descobrir alguma informação que ajude a identificar qual mancha branca poderá virar câncer e qual paciente precisará de cuidados médicos por mais tempo.  Da mesma forma, as informações sobre sua doença serão registradas e guardadas em local seguro para que nenhuma outra pessoa que não esteja envolvida no estudo possa saber. 
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Em nenhum momento desse estudo você será identificado, seus dados pessoais ou mesmo os de sua doença serão expostos publicamente. Para isto, todos os seus dados serão identificados por um número de registro criado pela equipe responsável, garantindo segredo absoluto. Os resultados deste estudo serão mostrados ou registrados apenas em revistas científicas  A sua participação ou não neste projeto não influenciará de nenhuma forma no tipo e na qualidade do atendimento odontológico que você está recebendo ou poderá receber no futuro. Você poderá comunicar, a qualquer momento, aos responsáveis pelo estudo, a sua desistência e o apagamento do registro de seus dados. Também, em qualquer momento, você poderá pedir para saber sobre os resultados do estudo. Uma cópia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficará com você. Caso queira se informar de mais detalhes desta pesquisa agora ou no futuro, poderá entrar em contato com a equipe responsável: Luiz Fernando Barbosa de Paulo e Prof. Dr. Adriano Mota Loyola. Universidade Federal de Uberlândia – Área de Patologia Bucal, Av. Pará, 1720, bloco HC, 38405-900 Uberlândia- MG, Brasil., de segunda à sexta feira das 08:00 às 16:00, ou ainda pelos telefones: (34) 32182703/ (34) 91502909. O senhor(a) poderá também se quiser entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa, na Universidade Federal de Uberlândia CEP/UFU, Av. João Naves de Ávila, n° 2121, bloco 1A, sala 224, Campus Santa Mônica, Uberlândia – MG, CEP 38408-100; telefone: (34)3239-4131; Uberlândia,____ de____de 2013.  ____________________________________________________________ Assinatura do pesquisador que coletará o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)   Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, após ter sido devidamente esclarecido. __________________________________________________ Assinatura do participante da pesquisa ou representante legal 
